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Zusammenfassung

1 ZUSAMMENFASSUNG

Die Sepsis und der septische Schock sind mit einer Inzidenz von 76 bis 85 pro 100.000
Einwohnern derzeit die dritthdufigste Todesursache in Deutschland. Trotz intensiver
diagnostischer und therapeutischer Bemihungen nimmt die Letalitét der Sepsis in den letzten

Jahren stetig zu.

Das Krankheitsbild Sepsis ist definiert als Folge einer Infektion mit nachfolgender
generalisiserter Entzindungsreaktion. Pathophysiologisch kommt es wéhrend einer Sepsis
zundchst zu einer hyperdynamen, gefolgt von einer hypodynamen Kreislaufreaktion. Bei einer
schweren Sepsis entwickeln sich zudem Endorganschaden, die unter anderem durch
Mikrozirkulationsstérungen bedingt sind.

Der Leber, als zentrales Organ des gesamten Stoffwechsels, kommt wahrend einer Sepsis eine
grolRe Bedeutung zu, da sie viele lebenswichtige Stoffwechselprozesse reguliert und dabei oft
selbst durch hypoxische, mikrozirkulatorische und mediatorbedingte Einfliisse geschadigt

wird.

Das korpereigene Hormon Melatonin, das als Ubertrager der photoperiodischen Information
fungiert, zeigt ausgeprégte organprotektive Eigenschaften. Diese Protektion wurde in der
Vergangenheit durch das hohe antioxidative Potential von Melatonin erklart. Aktuell mehren
sich die Hinweise darauf, dass eine Aktivierung von Melatoninrezeptoren einen groRen Anteil
an der durch Melatonin vermittelten Organprotektion hat. In mehreren vorausgegangenen
Untersuchungen konnte nach exogener Zufuhr von Melatonin sowohl eine Organprotektion
nach Ischimie und Reperfusion der Leber, als auch eine Verlangerung des Uberlebens nach
polymikrobieller Sepsis im Tiermodell gezeigt werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, den Einfluss einer exogenen Melatoningabe
wahrend einer polymikrobiellen Sepsis auf die Mikrozirkulation der Leber zu untersuchen.

Hierfir wurde bei narkotisierten, spontan atmenden ménnlichen C3H/HeN-Mausen
(Anzahl =5 pro Gruppe) eine Sepsis mittels einer Z6kum Ligatur und Inzision (CLI) induziert
oder eine Scheinoperation durchgefiihrt. Die Tiere erhielten entweder Melatonin, den
Melatoninrezeptoragonisten Ramelteon, den Melatoninrezeptorantagonisten Luzindole,
Melatonin + Luzindole oder Ramelteon + Luzindole. 5 Stunden nach Sepsisinduktion wurde
eine Intravitalmikroskopie der Leber durchgefiihrt und damit die Leberperfusion sowie der

Leberzellschaden untersucht.



Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie zeigten sich keine signifikanten Verénderungen der
Mikrozirkulation in der Leber der Maus nach experimentell induzierter Sepsis im Vergleich
zu scheinoperierten Tieren. Eine Melatoningabe flihrte sowohl bei den Sepsis-Tieren als auch
bei den Kontroll-Tieren zu einer Erhéhung der Erythrozytenflussgeschwindigkeit und des
volumetrischen Blutflusses in der Leber, ohne das Signifikanzniveau zu tberschreiten. Diese
Erh6éhung der hepatischen  Mikrozirkulation war nach zusétzlicher Gabe des
Melatoninrezeptorantagonisten Luzindole nicht mehr nachweisbar. Der
Melatoninrezeptoragonist Ramelteon flihrte zu keiner messbaren Veranderung der
Mikrozirkulation in der Leber. 5 Stunden nach Induktion einer Sepsis zeigte sich eine

Tendenz zu vermehrtem Zellschaden in der Leber unabhangig von der jeweiligen Therapie.

Die gefundenen Ergebnisse zeigten einen Trend zu einer verbesserten Mikrozirkulation der
Leber nach Melatoningabe. Die Normalisierung des hepatischen Blutflusses nach
Luzindolegabe kénnte hierbei flir einen rezeptorabhéngigen Mechanismus sprechen, der sich
allerdings bei dem Melatoninrezeptoragonisten Ramelteon nicht nachweisen lie. Auf Basis
der gefundenen Ergebnisse werden weitere Untersuchungen notwendig sein um einen
hepatoprotektiven, unter Umstanden melatoninrezeptorabhéngigen Effekt, wéhrend einer

Sepsis genauer zu beleuchten.
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2 SUMMARY

The role of melatonin receptor activation in hepatic microcirculation after

polymicrobial sepsis in mice

At present, sepsis and the septic shock are ranked as the third most frequent cause of death in
Germany with an incidence of 76 to 85 per 100,000 inhabitants. Despite extensive diagnostic

and therapeutic efforts, mortality of sepsis has increased in recent years.

Sepsis is defined as a generalized inflammatory response to an infection. Pathophysiology
shows that during the occurrence of sepsis a hyperdynamic circulatory reaction is followed by
a hypodynamic phase. Among other factors, impaired microcirculation leads to end organ

damage in cases of severe sepsis.

As the central metabolic organ, the liver is of significant importance by regulating various
essential metabolic processes. At the same time, the liver itself is at risk of sustaining severe
damage caused by influences of hypoxia, impaired microcirculation and mediator-related
effects. The endogenous hormone melatonin which acts as a submitter of photoperiodic

information proves to possess organ-protective properties.

In the past, the extensive antioxidative potential of melatonin was thought to be the
explanation for these organ-protective properties. Today, there is evidence that the activation
of melatonin receptors is mainly responsible for those qualities. Numerous previous animal
studies have shown that the exogen administration of melatonin may prolong survival in
polymicrobial sepsis. Additionally, the damage induced by ischaemia and reperfusion in liver

tissue was proven to be less severe after the administration of melatonin.

The goal of the present work was to examine the influence of melatonin on the
microcirculation of the liver in induced polymicrobial sepsis. In sedated, spontaneously
breathing male C3H/HeN mice, sepsis was induced by ligature and incision of the coecum. In
the control group, pseudo-operations were performed. Those two groups were each split in
different test groups where either melatonin, the melatonin receptor agonist ramelteon, the
melatonin receptor antagonist lucindole, a combination of melatonin and lucindole or a
combination of ramelteon and lucindole were injected intravenously. Five hours following the
induction of sepsis, intravital microscopy of the liver was carried out in order to assess liver

perfusion and the extent of liver tissue damage.



Summary

The results of this study showed that there were no significant changes in liver
microcirculation subsequent to surgically induced sepsis compared to pseudo-operations. The
administration of melatonin leads to an increased erythrocyte flow velocity in both groups
without reaching a statistically significant level. After administering the melatonin receptor
antagonist lucindole, this increased hepatic microcirculation could no longer be detected. The
receptor agonist ramelteon had no quantifiable effect on microcirculation. Five hours after the
induction of sepsis, extensive liver tissue damage was observed irrespective of therapeutic

measures.

The results found in this study showed a trend towards an improved microcirculation of the
liver after the administration of melatonin. Normalization of hepatic blood flow following
administration of lucindole might suggest a receptor-dependent mechanism. However, this
effect was not found regarding the melatonin receptor agonist ramelteon. Based on these
results, further studies will be required to elucidate the hepatoprotective effect during sepsis,

which under certain conditions is melatonin receptor-dependent.
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3 EINLEITUNG

3.1 Sepsis
3.1.1 Bedeutung und Definition der Sepsis

Die Sepsis stellt auch in der heutigen Zeit noch ein bedeutsames medizinisches und
O6konomisches Problem dar. Dies verdeutlichte 2007 eine Studie des ,,Kompetenznetzes
Sepsis®, in der die Prognose der Sepsis anhand der Krankenhaussterblichkeit in Deutschland
untersucht wurde. Hierbei zeigte sich trotz moderner medizinischer MaBnahmen fir die
schwere Sepsis eine sehr hohe Sterblichkeit von 55 % (ENGEL et al., 2007).

Um die Studienlage zur Prognose der Sepsis zu verstehen, werden im Folgenden zunéchst

einige grundlegende Begriffe erklért:

Die Sepsis wird definiert als eine systemische inflammatorische Reaktion des
Wirtsorganismus auf eine Infektion. 1992 wurden durch das Komitee der American College
of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference (ACCP/SCCM
Konsensus-Konferenz) die Diagnosekriterien der Sepsis aufgestellt und zudem die Begriffe
»Schwere Sepsis®, ,,Septischer Schock®, ,,SIRS“ (Systemic Inflammatory Response
Syndrome) und ,,MODS* (Multiple Organ Dysfunction Syndrome) definiert (siehe

Tabelle 1) (BONE, 1992).

Unter einem MODS versteht man das Vorhandensein verénderter Organfunktion bei
Akutkranken, welches zur Aufrechterhaltung einer Homdostase eine Intervention erfordert
(BONE, 1992).
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Tabelle 1: Diagnosekriterien fur Sepsis, schwere Sepsis und septischen Schock (aus 1. Revision der S-2k
Leitlinien der Deutschen Sepsis-Gesellschaft e. V. und der Deutschen Interdisziplindren Vereinigung fir
Intensiv- und Notfallmedizin (REINHART et al., 2010)) entsprechend der ACCP/SCCM Konsensus-Konferenz
Kriterien (BONE, 1992)

I. Nachweis der Infektion
Diagnose einer Infektion Uber den mikrobiologischen Nachweis oder durch klinische Kriterien

I1. Systemic inflammatory host response syndrome (SIRS) (mindestens 2 Kriterien)
e Fieber (> 38 °C) oder Hypothermie (< 36 °C) bestatigt durch eine rektale, intravasale oder

vesikale Messung
e Tachykardie: Herzfrequenz > 90/min
e Tachypnoe (Frequenz > 20/min) oder Hyperventilation (PaCO, < 4.3 kPa bzw. <33 mmHg)
e Leukozytose (> 12 000/mm®) oder Leukopenie (< 4 000/mm®) oder > 10 % unreife
Neutrophile im Differentialblutbild

I11. Akute Organdysfunktion (mindestens 1 Kriterium)
o Akute Enzephalopathie: eingeschrankte Vigilanz, Desorientiertheit, Unruhe, Delirium.

Relative oder absolute Thrombozytopenie: Abfall der Thrombozyten um mehr als 30 %
innerhalb von 24 h oder Thrombozytenzahl < 100 000/mm®. Eine Thrombozytopenie durch
akute Blutung oder immunologische Ursachen muss ausgeschlossen sein.

e Arterielle Hypoxamie: PaO, < 10 kPa (< 75 mmHg) unter Raumluft oder ein
Pa0,/FiO,-Verhiltnis von < 33 kPa (< 250 mmHg) unter Sauerstoffapplikation. Eine
manifeste Herz- oder Lungenerkrankung muss als Ursache der Hypoxamie ausgeschlossen
sein.

e Renale Dysfunktion: Eine Diurese von < 0.5ml/kg/h fur wenigstens 2 h trotz ausreichender
Volumensubstitution und/oder ein Anstieg des Serumkreatinins > 2 x oberhalb des lokal
ublichen Referenzbereiches.

e Metabolische Azidose: Base Excess < -5 mmol/l oder eine

Laktatkonzentration > 1,5 x oberhalb des lokal tiblichen Referenzbereiches.

Sepsis: Kriterien I und I,
Schwere Sepsis: Kriterien I, 11 und 11

Septischer Schock: Kriterien | und 1l sowie fir wenigstens 1 h ein systolischer arterieller
Blutdruck < 90 mmHg bzw. ein mittlerer arterieller Blutdruck < 65 mmHg oder notwendiger
Vasopressoreinsatz, um den systolischen arteriellen Blutdruck > 90 mmHg oder den arteriellen
Mitteldruck > 65 mmHg zu halten. Die Hypotonie besteht trotz adéquater Volumengabe und ist nicht

durch andere Ursachen zu erkléaren.
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3.1.2 Epidemiologie und Prognose der Sepsis

Nicht nur beztglich der Letalitat sondern auch in Betrachtung der Prévalenz ist die Sepsis ein

wichtiges Krankheitsbild.

In Deutschland wurde die Epidemiologie der Sepsis in einer groflen nationalen prospektiven
multizentrischen Studie von dem ,, Kompetenznetz Sepsis“ untersucht (ENGEL et al., 2007).
Nach dieser Studie ist die Prévalenz der Sepsis und der schweren Sepsis auf deutschen
Intensivstationen 12,4 % bzw. 11,0 %. Die Inzidenz (I) der Sepsis wurde nicht direkt
gemessen, wurde aber durch Berechnung aus Pravalenz (P) und mittlere Krankheitsdauer (D)
ermittelt: P/(1-P)=1*D. Aus dieser Berechnung ergeben sich unter Einbeziehung der
aktuellen totalen Erwachsenenpopulation von 68.000.000 in Deutschland eine Inzidenz von
85 Fallen fiir die Sepsis und 76 Fallen fur die schwere Sepsis pro 100.000 Einwohner, bzw.
116 und 110 Falle pro 100.000 Einwohner, wenn man der Berechnung eine kirzere
Krankheitsdauer von 9,2 Tagen und 8,5 Tagen statt der Liegedauer auf Intensivstation von

12,6 bzw. 12,3 Tagen zugrunde legt.

Eine Auswertung der Daten, die bei der Studie der ,,Surviving Sepsis campaign“ (LEVY et
al., 2010) erhoben wurden, zeigt eine Krankenhausmortalitat von 32 % (LEVY et al., 2012).
Allerdings gibt es grofRe Unterschiede in der Krankenhausmortalitdt in Europa im Vergleich
zur USA (41 % vs. 28,3 %).

Bezlglich des Organversagens treten laut ,,Surviving Sepsis campaign® in den USA

signifikant mehr Ein-Organversagen und in Europa mehr Multi-Organversagen auf.

Betroffene Organsysteme im Rahmen eines Multi- oder Ein-Organversagens in der Sepsis
beinhalten das kardiovaskuldre- und das hdmatologische System, die Lunge, die Niere und die
Leber, zudem kommt es zum Auftreten von akuter Enzephalopathie sowie metabolischer
Azidose (ENGEL et al., 2007; LEVY et al., 2012). Innerhalb des Organversagens gibt es eine
zeitliche Reihenfolge, wobei die Leber als zweites Organ nach der Lunge ausfallt und ihr
somit eine bedeutende Rolle zukommt (FRY et al., 1980). Verdeutlicht wird der grolie
Stellenwert der Leber in der Sepsis auch durch die Studie von Kramer et al., die zeigen
konnten, dass eine friihe Leberfunktionsstérung bei kritisch kranken Patienten einen
wichtigen Risikofaktor flr eine schlechte Prognose darstellt (KRAMER et al., 2007).
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3.1.3 Pathophysiologie der Sepsis
3.1.3.1 Ausloser

Die Sepsis besteht aus einer inflammatorischen Reaktion auf eine Infektion. Die Infektion
kann sowohl bakteriell, viral als auch durch Pilze bedingt sein. Von einem ,,Sepsisherd
ausgehend (lokale Infektion) kommt es zu einer Einschwemmung der Erreger in die Blutbahn,
entsprechend einer Bakteriamie, Virdmie oder Fungamie. Friher waren die Hauptursache der
Sepsis gramnegative Bakterien. In den letzten drei Jahrzehnten ist der Anteil der
grampositiven Bakterien gestiegen, sodass sie inzwischen die Halfte der Sepsiserreger
darstellen. Zudem zeigt sich eine zunehmende Inzidenz der Pilzsepsis (BOCHUD,
CALANDRA, 2003). Allerdings ist in 30 % kein mikrobiologisch gesicherter Nachweis einer
Infektion mdoglich, auch wenn diese nach klinischen Kriterien wahrscheinlich st
(REINHART et al., 2010).

3.1.3.2  Aktivierung des Immunsystems

Durch bestimmte Strukturen der Erreger, den sogenannten Pathogen-associated Molecular
Patterns, kommt es lber deren Bindung an Pattern-Recognition Receptors myeloischer Zellen
zur Aktivierung des unspezifischen Immunsystems (COHEN, 2002; BOCHUD,
CALANDRA, 2003).

Zudem kann eine Aktivierung des Immunsystems durch die Bindung von Superantigenen,
welche von grampositiven Erregern sezerniert werden, ausgeldst werden. Diese binden an den
B-Anteil des T-Zell-Rezeptors und an den MHC-Klasse-11-Komplex antigenprasentierender
Zellen. Dies fuhrt zu einer massiven T-Zell-Aktivierung und  Ausschittung

proinflammatorischer Lymphokine.

Werden die Pattern-Recognition Receptors stimuliert, kommt es uber intrazellulére
Signaltransduktionskaskaden zu einer Aktivierung nukleédrer Transkriptionsfaktoren. Ein
wichtiger dieser Transkriptionsfaktoren ist der NF-kB, welcher die Genexpression multipler
Zytokine, z. B. Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a) und das Interleukin-6 (IL-6), reguliert.

Nach Ausschuttung friiher Mediatoren, z. B. die von Monozyten sezernierten Zytokine (siehe
Tabelle 2) und andere pro- und antiinflammatorischer Zytokine, kommt es zur Freisetzung
sekundarer Mediatoren, welche die direkte Schadigung der Zellen und somit auch der
wirtseigenen Zellen verursachen. Zu diesen Mediatoren zadhlen reaktive Sauerstoffspezies
(ROS), Stickstoffmonoxid (NOe), Kohlenmonoxid, Derivate der Arachidonsdure
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(Eikosanoide, Leukotriene), Plattchenaktivierender Faktor, Proteasen und Komplementsystem
(siehe Tabelle 2).

So kann die Aktivierung des Immunsystems und die Freisetzung von Mediatoren im Verlauf
einer Sepsis zu Organdysfunktion fuhren, auf die im folgenden Abschnitt ndher eingegangen
wird.

Tabelle 2: Produkte von Makrophagen, welche in die Pathogenese der Sepsis involviert sind (modifiziert nach
Cohen 2002 (COHEN, 2002))

Mediatoren Typischer Effekt

Zytokine Aktiviert Neutrophile Granulozyten,
-1, IL-6, IL-12, IL-15, I1L-18, Lymphozyten und GeféaRendothel;
TNF-o, MIF, HMGBL1, IL-10 Hochregulierung zellularer Adhasions-

molekdle, Induktion von Prostaglandinen,
Stickoxidsynthase und Akute-Phase-
Proteinen; Fieberinduktion. IL-10 ist
Uberwiegend ein negativer Regulator dieser

Effekte
Chemokine Mobilisierung und Aktivierung
IL-8, MIP-1a, MIP-1$3, MCP-1, inflammatorischer Zellen, vor allem
MCP-3 Neutrophiler Granulozyten; Aktivierung von
Makrophagen
Lipidmediatoren Aktivierung des GeféRendothels; Regulation
Plattchenaktivierender Faktor, des Gefalitonus,; Aktivierung der
Prostaglandine Extrinsischen Gerinnungskaskade
Leukotriene, Thromboxan,
Tissue factor
Sauerstoffradikale Antimikrobielle Eigenschaften; Regulierung
Hyperoxid- und Hydroxylradikale, des Gefaltonus

Stickoxid

3.1.3.3  Pathogenese der Organdysfunktion

Im Rahmen der Sepsis kann es zu Organdysfunktionen kommen. Die Maximalform der
Organdysfunktion entspricht dem MODS. Ursachen dieser Dysfunktion sind vielseitig und
komplex. Zu ihnen zdhlen die (a.) Zirkulationsstoérung und verminderte Sauerstoffversorgung,

(b.) Sauerstoffutilisationsstorung, (c.) Apoptose, (d.) endokrine Funktionsstérung.
e Zirkulationsstérung und Sauerstoffversorgung

Bei der Sepsis kommt es durch Mediatoren, wie dem NO-, zu einer Vasodilatation und einer
endothelialen Dysfunktion mit Odembildung. Die Vasodilatation filhrt zu einem verminderten
peripheren Widerstand und Hypotension. Kompensatorisch kommt es zundchst zu einer

vermehrten Pumpleistung des Herzens, mit erhéhtem Herzzeitvolumen, entsprechend einer
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hyperdynamen Phase der Sepsis. Allerdings ist dieser Kompensationsversuch bezogen auf
den peripheren Widerstand trotz alledem inaddquat. Im weiteren Verlauf kann es zu einer
septischen Kardiomyopathie kommen, welche in einer Makrozirkulationsstérung mindet.
Durch adaquate VVolumensubstitution kann die hyperdyname Phase wahrend der Sepsis meist
aufrechterhalten werden ((BAUER et al., 2006).

Auf mikrozirkulatorischer Ebene kommt es ebenfalls zu Stérungen. Hierfur verantwortlich
sind sowohl Faktoren der Inflammation als auch der Gerinnung. Zu diesen zdhlen
Fibrinablagerungen, verminderte Verformbarkeit von sowohl Erythrozyten als auch
Leukozyten, die vermehrte Adhdsion von Leukozyten, endotheliale Schwellung und
verminderte Blutflussgeschwindigkeit. So bilden sich Mikrothromben in den Kkleinen
GeféRen, was zu einer lokalen Ischamie flihrt. Neben diesen thrombosierten Gefélien gibt es
offene GefaRe, durch die das Blut mit einer erhohten Geschwindigkeit flieRt. Uber diese
Kapillaren mit hoher Blutflussgeschwindigkeit kann es zu einem funktionellen Shunting
kommen. Die Mikrozirkulationsstérung wahrend der Sepsis ist also insofern gestort, dass es
keine adédquate Regulation zwischen Sauerstoffbedarf und Sauerstoffversorgung gibt
(BATEMAN et al., 2003).

e Sauerstoffutilisation

Der Sauerstoffverbrauch in der Sepsis ist ebenfalls gestért. So kann zum einen der Sauerstoff
aufgrund des perivaskularen Odems nur erschwert zu den Zielzellen diffundieren. Zum
anderen ist aufgrund von Mitochondrienschédigung und -dysfunktion die Atmungskette
gestort und Sauerstoffverbrauch und -verwendung eingeschrénkt (ZELL et al., 1997).

Die Makro- und Mikrozirkulationsstérungen und die verminderte Sauerstoffutilisation fiihren
zusammen zu einer hypoxischen Schadigung des Gewebes. Diese kann sich sowohl in Form

von Zellnekrosen als auch Zellapoptosen manifestieren.
e Apoptose

Ein weiterer Faktor, welcher zur Organdysfunktion beitrégt, ist der programmierte Zelltod,
die Apoptose, welche durch einen extrinsischen und einen intrinsischen Signalweg ausgeldst
werden kann. (RUSSELL et al., 2011).

In der Sepsis kommt es zu einer vermehrten Apoptose von Lymphozyten (HOTCHKISS et
al., 1997), dendritischen Zellen (HOTCHKISS et al., 2002), Alveolar- und respiratorischen
Endothelzellen (HOTCHKISS et al., 1997), Kapillarendothelzellen (HOTCHKISS et al.,
1997), Epithelzellen des Illeums und Colons (HOTCHKISS et al, 1997) und
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Skelettmuskelzellen (HOTCHKISS et al., 1997). Fir neutrophile Granulozyten konnte
dagegen eine verminderte Apoptose in der Sepsis nachgewiesen werden (KEEL et al., 1997).

e Endokrine Funktionsstérung in der Sepsis

Die endokrine Funktionsstorung in der Sepsis betrifft unterschiedliche hormonelle Systeme.
Ein Beispiel ist die Stérung der Hypophysen-Hypothalamus-Nebennierenrinden-Achse
entsprechend einer relativen Nebenniereninsuffizienz (ANNANE et al., 2002).

e Autonome Dysregulation

In der Sepsis ist das Zusammenspiel von Sympathikus und Parasympathikus gestort. Durch
eine verminderte Chemo- und Baroreflexsensitivitit kommt es zu einer pathologischen
Herzfrequenzvariabilitdt und dadurch verminderten Steuerbarkeit der Organperfusion.
(SCHMIDT et al., 2001).

3.1.3.4  Die Leber in der Sepsis

Die Leber spielt in der Sepsis eine wichtige Rolle. Zum einen, weil sie viele
Stoffwechselwege, die Gerinnung und auch die inflammatorische Reaktion reguliert, zum
anderen, weil sie selber durch hypoxische, aber auch durch mediatorbedingte Einfliisse

geschadigt wird.

Die vielseitigen Aufgaben der Leber und die pathophysiologischen Vorgénge in der Sepsis

kdnnen teilweise einzelnen Zelltypen zugeordnet werden:
(a.) Kupffer-Zellen

Ein groRer Anteil der Makrophagen des Korpers (circa 80 %) findet sich in der Leber in Form
von Kupffer-Zellen (STRASSBURG, 2003). lhre Aufgabe besteht unter anderem darin,
Bakterien (KATZ et al., 1991) und Endotoxin (MATHISON, ULEVITCH, 1979) aus dem
portalvendsen Blut zu eliminieren. Die Kupffer-Zellen nehmen durch unterschiedliche
Mechanismen Einfluss auf die systemische Konzentration zirkulierender Zytokine. Zum einen
werden im Rahmen der Sepsis hepatische Makrophagen zur Produktion inflammatorischer
und antiinflammatorischer Zytokine angeregt, wie z.B. TNF-o (FONG et al., 1990).
Andererseits werden Zytokine, wie TNF-a (FERRAIOLO et al, 1988) und IL-1B
(KLAPPROTH et al., 1989), aus dem portalvendsen Blut eliminiert um einem UbermaR
zirkulierender Zytokine entgegenzuwirken. Insgesamt hat die Leber somit einen hemmenden

Einfluss auf das Eindringen bakterieller Bestandteile und Zytokine aus der intestinalen
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Zirkulation in die systemische Zirkulation und kann dadurch zu einer Abschwdachung der

systemischen inflammatorischen Reaktion fiihren.
(b.)Hepatozyten

In der Sepsis kommt es zu einer erhohten Produktion von Akute-Phase-Proteinen in den
Hepatozyten (DARLINGTON et al., 1986) und somit zu einer Beeinflussung der

inflammatorischen Reaktion.

Der Glukosestoffwechsel ist insofern veréndert, dass in der ersten Phase der Sepsis die
Glykogenolyse und die Gluconeogenese gesteigert sind. Dies kann im Verlauf aufgrund der
Inhibition des limitierenden Enzyms Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase durch Endotoxin
nicht beibehalten werden, sodass im spéten septischen Schock die Gluconeogenese
vermindert ist (HILL, MCCALLUM, 1991).

In den Hepatozyten findet die Biotransformation unter anderem (ber das Cytochrom
P450-System statt, welches in der Sepsis eine verminderte Funktion aufweist (ABDEL-
RAZZAK et al., 1993; MULLER et al., 1996). Zusatzlich dazu ist der hepatobiliare Transport
(ROELOFSEN et al., 1994) und Gallefluss vermindert mit einer daraus resultierenden
Cholestase (ROONEY et al., 1971; FAN et al., 2013). Dies zusammengenommen fihrt

insgesamt zu einer verminderten Entgiftungsleistung der Leber.
(c.) Endothelzellen

Endothelzellen scheinen ebenfalls tber die Produktion von IL-1 und IL-6 (FEDER et al.,
1993) oder von Hyperoxidanionen (BAUTISTA et al., 1990) einen Einfluss auf die

inflammatorische Reaktion zu besitzen.

Durch Endotoxin kommt es zu einer verminderten Durchlassigkeit des hepatischen
sinusoidalen Endothels aufgrund reduzierter PorengroRRe und -anzahl (DOBBS et al., 1994).
Es wird postuliert, dass diese verminderte Durchlassigkeit zwischen Blut und Dissé-Raum ein
pathogenetischer Faktor in der Entstehung der in der Sepsis beobachteten Hyperlipidamie ist
(CHELUVAPPA et al., 2009).

(d.) Neutrophile Granulozyten

Die Extravasation neutrophiler Granulozyten und deren Einwanderung in umliegendes
Gewebe ist ein Bestandteil der Infektabwehr. Neutrophile Granulozyten scheinen zudem zu
einer Leberzellschadigung zu fiihren (HOLMAN, SABA, 1988; MALLICK et al., 1989) und

somit ein wichtiger Bestandteil in der Ursache des Leberversagens in der Sepsis zu sein.
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3.1.3.5  Pathogenese des Leberversagens

In der Sepsis gibt es eine frihe, extrahepatisch bedingte, und eine spate, intrahepatisch

bedingte, Dysfunktion der Leber.

Die frihe hepatische Dysfunktion wird verursacht durch eine verminderte Durchblutung der
Leber. Die Leber wird Uber zwei GeféaRsysteme, die Arteria hepatica und Vena portae,
versorgt. Ein Grund, durch welchen der hepatische Blutfluss Uber die Portalvene in der Sepsis
vermindert ist, ist die durch Endotoxin verursachte Vasokonstriktion im Splanchnikusgebiet
(NAVARATNAM et al., 1990). Eine verminderter portaler Blutfluss fiihrt normalerweise
regulatorisch, z. B. beim hamorrhagischen Schock, zu einem erhohten Blutfluss Uber die
Arteria hepatica (LAUTT, MCQUAKER, 1989). Dieser Regulationsmechanismus ist in der
Sepsis gestort, was zu einer verminderten Durchblutung (AYUSE et al., 1995) und damit zu

hypoxischen Schadigung der Leber fiihrt.

Die zweite, intrahepatische Dysfunktion wird verursacht durch einen Uberlauf an bakteriellen
Mediatoren, Endotoxin und Zytokinen. Es kommt zur lokalen Schéadigung von Hepatozyten
und Endothelzellen mit anschliefender Einwanderung neutrophiler Granulozyten und Bildung
zentroazindrer Nekrosen (ISKANDER et al., 2013). Infolge der Leberzell- und
Endothelzellschadigung kommt es wie bereits oben erwahnt zur Cholestase und verminderter

Entgiftungsleistung.

Es gibt Untersuchungen, die bereits in der hyperdynamen Phase der Sepsis bei
Hyperperfusion der Leber eine Leberfunktionsstérung nachweisen konnten. Ursédchlich fir
diese Leberfunktionsstorung scheinen in der friihen Sepsis nicht Mikrozirkulationsstérungen,
sondern vielmehr zirkulierende Zytokine, wie das TNF-o, zu sein (WANG, CHAUDRY,
1996). So konnte durch Wang et al. in der Friihphase der Sepsis bei Ratten, 2 bis 10 h nach
Zokum Ligatur und Punktion (CLP), eine Hyperperfusion der Leber bei gleichzeitiger
Leberfunktionsstérung beobachtet werden (WANG et al., 1991; WANG et al., 1992).

3.1.4 Therapie der Sepsis

Die Therapie der Sepsis setzt sich zusammen aus (a.) einer kausalen, (b.) einer supportiven,
und (c.) einer adjunktiven Therapie, sowie (d.) weiterer supportiver Manahmen und (e.) der
Rehabilitation und Nachsorge (REINHART et al., 2010).
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(a.) Kausale Therapie
Zu der kausalen Therapie gehéren die Fokussanierung und die antimikrobielle Therapie.

Die operative Fokussanierung als VVoraussetzung einer erfolgreichen Sepsistherapie kann die
Entfernung von Implantaten, die Inzision und Drainage von Abszessen, die Wundertffnung,
eine Nekrektomie, Amputation und Fasziotomie, sowie die Behandlung einer Peritonitis,
Anastomoseninsuffizienz und eines lleus beinhalten (REINHART et al., 2010).

Die Revision der Leitlinien von 2012 beinhaltet eine Anderung beziiglich der antibiotischen
Therapie. So ist der Grundsatz nicht mehr ,hit hard and early”, sondern ,hit smart and
clever”. Das bedeutet, dass von Anfang an eine empirische kalkulierte Monotherapie, welche
die zu erwartenden Erreger abdeckt, meist ausreichend ist (KOCHANEK et al., 2012). Zuvor
war eine breite Kombinationstherapie mit erneuter Evaluierung und Deeskalation nach
Empfindlichkeit nach 48 bis 72 h empfohlen. Die initiale antibiotische Therapie sollte nach
Abnahme von Blutkulturen frihzeitig (innerhalb einer Stunde) begonnen werden. Insgesamt
sollte die antibiotische Therapie dabei einen Zeitraum von 7 bis 10 Tagen nicht tiberschreiten
(REINHART et al., 2010).

(b.) Supportive Therapie

Die supportive Therapie beinhaltet die Stabilisierung der Hamodynamik, um die
Sauerstoffversorgung der Organe zu gewadhrleisten. Daflir werden bei Hypotension neben
Volumen- und Flussigkeitsgabe bei insuffizienter Kreislaufstabilisierung Vasopressoren,
vorzugsweise Noradrenalin, eingesetzt. Bei eingeschranktem Herzzeitvolumen kommt das
Katecholamin Dobutamin zum Einsatz. Zu erwdgende Substanzen bei weiterhin bestehender
linksventrikularer Pumpfunktionsstérung sind Adrenalin, Phosphodiesterasehemmer oder
Levosimendan. Bei der Volumentherapie kommen kristalloide Infusionslosungen als erste
Wahl zum Einsatz. Hierbei wird der Einsatz von balancierter isotonischer
Vollelektrolytlosung empfohlen. Isotone Kochsalzlésung soll geméal? der neuen S3-Leitlinie
von 2014 zur Volumentherapie beim Erwachsenen nicht gegeben werden (MARX et al.,
2014). Der Einsatz von Albumin kann in ausgewéhlten Féllen, wie der Leberinsuffizienz,
indiziert sein. Eine Indikation fur Hydroxyethylstarke-Losung als initiale VVolumentherapie
besteht nicht (REINHART et al., 2010). Humanalbumin und Gelatine kénnen zudem dann
gegeben werden, wenn nach Einschatzung des Arztes eine Hypotonie allein durch Kristalloide
Losung nur unzureichend therapiert werden kann (MARX et al., 2014). Als Zielwerte der

initialen VVolumentherapie wurden bislang folgende Parameter angegeben:
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- ZVD > 8 bzw. > 12 mmHg unter mechanischer Beatmung
- MAP > 65 mmHg

- Diurese > 0,5 ml/kg/h

- zentralvendse Sauerstoffsattigung (ScvOz2) > 70 %

- Laktat < 1,5 mmol/l bzw. Abfall des Laktats

Aus der neuen S3-Leitlinie zur Volumentherapie bei Erwachsenen geht hervor, dass
auBerdem immer eine Klinische Beurteilung in Zusammenschau mit den apparativen
Untersuchungen zur Steuerung der Volumentherapie erfolgen muss. Bei den apparativen
Uberwachungsverfahren sind diejenigen vorzuziehen, die eine Einschatzung der
Volumenreagibilitdt anhand flussbasierter (Schlagvolumen) und/oder dynamischer
Vorlastparameter (Schlagvolumen-Varianz, Pulsdruck-Variation) ermdglichen, und nicht die
statistischen Parameter, wie ZVD und Pulmonalarterieller Okklusionsdruck (MARX et al.,
2014). Zudem wird bei Nierenversagen gegebenenfalls eine Nierenersatztherapie
durchgefuhrt. Die friihzeitige Beatmung der Sepsispatienten ist ebenfalls ein wichtiger
Bestandteil der supportiven Therapie. Hierbei sollte eine minimale oximetrisch gemessene
Sauerstoffsattigung von 90 % angestrebt werden (REINHART et al., 2010).

(c.) Adjunktive Therapie

Als adjunktive Therapie kann in ausgewahlten Féllen eine Therapie mit niedrigdosierten
Glukokortikoiden, Insulin, Selen und IgM angereichertes 1gG erwogen werden (REINHART
etal., 2010).

(d.) Weitere supportive Malinahmen

Als supportive MaRnahmen werden von der Deutschen Sepsisgesellschaft folgende

Behandlungen empfohlen:

Thromboseprophylaxe mit unfraktioniertem oder niedermolekularem Heparin

e eine enterale Ernahrung wird der parenteralen Ernahrung vorgezogen. Allerdings muss
bei unzureichender Kalorienzufuhr eine parenterale Ernahrung zusétzlich zur enteralen
Ern&hrung durchgeflhrt werden

e eine Ulkusprophylaxe mit  Protonenpumpeninhibitoren  oder  Histamin-2-
Rezeptorblockern

e .Bei normalisierter Gewebeperfusion und in Abwesenheit einer klinisch relevanten

koronaren  Herzerkrankung oder Blutung wird eine Behandlung mit

Erythrozytenkonzentraten empfohlen, wenn der Hb unter 7,0 g/dl (4,4 mmol/l) fallt.
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Der Hb sollte dann auf 7,0 bis 9,0 g/dl (4,4 bis 5,6 mmol/l) angehoben werden*
(REINHART et al., 2010)

e adaquate Analgesie und Sedierung nach Bedarf

3.2 Melatonin
3.2.1 Physiologie
3.2.1.1  Synthese, Sekretion und Katabolismus

Melatonin ist ein Hormon, das bei Sdugetieren hauptsachlich in der Epiphyse (Zirbeldrse,
Glandula pinealis) gebildet wird. Chemisch handelt es sich bei Melatonin um
5-Methoxy-N-acetyltryptamin. Melatonin wird Uber mehrere Syntheseschritte aus der
Aminosdure L-Tryptophan gebildet, die Uber das Blut in die Pinealozyten der Zirbeldrise
aufgenommen wird (BOUTIN et al., 2005). Zundchst wird Tryptophan zu
5-Hydroxytryptophan hydroxyliert und zu 5-Hydroxytryptamin (5-HT, Serotonin)
decarboxyliert. Anschlielend erfolgt eine Acetylierung am freien Amin durch das Enzym
Serotonin-N-Acetyltransferase (AANAT), was den limitierenden Schritt der Synthese
darstellt. Das so entstandene N-Acetylserotonin  wird nun durch das Enzym

Hydroxyindol-O-methyltransferase zu Melatonin O-methyliert.

Melatonin ist ein stark lipophiles Hormon und wird per Diffusion in die Blutbahn abgegeben.
Nach seiner Synthese in der Epiphyse kann es nicht gespeichert werden und wird direkt
ausgeschittet. Somit spiegelt die Melatonin-Plasmakonzentration die Aktivitat der Epiphyse
wieder. Melatonin ist im Blut zu 70 % an Albumin und zu einem geringeren Teil an das
Akute-Phase-Protein Orosomukoid (alpha-1-acid glycoprotein) gebunden (CLAUSTRAT et
al., 2005).

Melatonin wird zu 6-Hydroxymelatonin und N-acetyl-5-hydroxytryptamin
(N-Acetylserotonin) umgewandelt und nachfolgend durch Konjugation mit Sulfat oder
Glucuronsédure weiter metabolisiert und im Urin ausgeschieden (YOUNG et al., 1985).
Zudem wird Melatonin enzymatisch uber die Bildung von
N*-Acetyl-N%-formyl-5-methoxykynuramin (AFMK), welches durch Deformylierung in die
stabilere Form N!-Acetyl-5-methoxykynuramin (AMK) Ubergefiihrt wird, abgebaut (siehe
Abschnitt 3.2.4.1 Antioxidative Wirkung). Zu ca. 15 % wird Melatonin unverandert tber den

Urin und die Leber ausgeschieden.

Die Epiphyse stellt nicht den einzigen Produktionsort fiir Melatonin dar. Auch in Geweben,
wie der Retina von Ratten und Mé&usen (CARDINALI, ROSNER, 1971; TOSINI,
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MENAKER, 1998), dem Knochenmark von Mé&usen und Menschen (CONTI et al., 2000), der
menschlichen Haut (SLOMINSKI et al., 2002), den menschlichen Thrombozyten
(CHAMPIER et al., 1997), den menschlichen Lymphozyten (CARRILLO-VICO et al., 2004),
dem Ovar (ITOH et al., 1997), den Hoden von Ratten (TIJMES et al., 1996), der Harderschen
Driise von Hamstern (MENENDEZ-PELAEZ et al., 1987) und dem Gastrointestinaltrakt von
Ratten (BUBENIK et al., 1977) konnte eine Melatoninbildung bzw. die Enzyme der
Melatoninsynthese nachgewiesen werden.

3.2.1.2  Melatonin als Zeitgeber

Melatonin wird von der Epiphyse bei Nacht ausgeschuttet. Gesteuert wird diese Ausschittung
durch den Nucleus suprachiasmaticus (SCN), dem Oszillator, der durch den Tractus
retinohypothalamicus  Lichtinformation erhélt. Es ist anzunehmen, dass spezielle
Ganglienzellen der Retina an dieser Informationsibertragung beteiligt sind. Diese
Ganglienzellen reagieren direkt auf Lichteinfall und projizieren direkt in den SCN
(REPPERT, WEAVER, 2002). Stdbchen und Zapfen sind ebenfalls an der
Informationstibertragung beteiligt. Durch diese exogenen Einflusse ist der SCN auf einen
24 h-Rhythmus synchronisiert. Der SCN projiziert Uber den Nucleus paraventricularis, die
intermediolateralen Horner des zervikalen Rickenmarks und dem sympathischen Ganglion
cervicale superius (SCG) auf die Epiphyse. Bei Stimulation durch den SCN kommt es zu
einer Aktivierung des Enzyms AANAT und somit zur Aktivierung der Melatoninsynthese
(SCHOMERUS, KORF, 2005). Nachtlicher Lichteinfall fihrt zu einer schnellen
Verminderung der Melatoninsynthese durch proteolytische Spaltung der AANAT (GASTEL
et al., 1998).

Durch diese Regulation der Melatoninsynthese leitet Melatonin die Information Uber den
photoperiodischen 24 h-Rhythmus des SCN an den Organismus weiter. Es fungiert somit als

Mediator des zirkadianen Rhythmus.

Melatonin  wird wie oben erwdhnt nachts ausgeschuttet mit einer maximalen
Plasmakonzentration zwischen 2und 4 Uhr. Diese Melatoninausschuttung ist direkt
proportional zur Nachtlange (CARDINALI, PEVET, 1998). Somit kodiert Melatonin nicht
nur einen Tag/Nacht-Rhythmus sondern spiegelt auch saisonale Anderungen in der
Photoperiodik wieder (GOLDMAN, 2001).
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3.2.2 Melatoninrezeptoren

(a.) Die MT-1/-2-Rezeptoren

1994 konnten Reppert et al. das erste Mal den Melatoninrezeptor MT-1 (Mel1») und 1995 den
Melatoninrezeptor MT-2 (Mel;g) im Menschen nachweisen (REPPERT et al., 1994;
REPPERT et al., 1995). Dabei handelt es sich um membranstdndige heptahelikale
Rezeptoren, welche an unterschiedliche G-Proteine gekoppelt sind. Uber diese G-Proteine
regulieren sie eine Vielzahl an intrazelluldren Signalkaskaden, zu denen die Adenylatzyklase
(AC), die Phospholipase C (PLC), die Phospholipase A, (PLA,), Kalium-Kanale (K*-Kanile),
Kalzium-Kanale, Guanylatzyclase und cGMP-Phosphodiesterase gehdren (NEW et al., 2003).

Es gibt Anhaltspunkte dafur, dass die MT-1/-2-Rezeptoren nicht nur als Monomere, sondern
auch als Homodimere oder Heterodimere vorliegen kdnnten (AYOUB et al., 2002; PRADA et
al., 2005). Wobei die Bildung von MT-1-Homodimeren und MT-1/-2-Heterodimeren h&ufiger
vorkommt als die Bildung von MT-2-Homodimeren (AYOUB et al.,, 2004). Eine
Heterodimerisierung koénnte in Zellen vorkommen, in denen sowohl MT-1- als auch
MT-2-Rezeptoren exprimiert werden, zu denen unter anderem diejenigen der Retina, der

Aurterien und des Fettgewebes gehoren.
(b.) Der MT-3-Rezeptor

1988 wurde erstmalig von Duncan et al. der niedrigaffine MT-3-Rezeptor beschrieben
(DUNCAN et al., 1988). Spéatere Studien zeigten, dass der MT-3-Rezeptor von Hamstern eine
95 %ige Homologie mit der menschlichen Quinonreduktase-2 (QR2) aufweist und es wurde
postuliert, dass es sich um dasselbe Protein handelt (NOSJEAN et al., 2000). Bekraftig wurde
diese Annahme dadurch, dass es eine Korrelation zwischen der MT-3-Bindung und
QR2-Aktivitat zu geben scheint, die allerdings arten- und gewebsspezifisch ist (NOSJEAN et
al., 2001). Zudem konnte Mailliet et al. zeigen, dass QR2"-Mause keine
MT-3-Bindungsstelle aufweisen (MAILLIET et al., 2004).

Nicht ganz in Einklang mit dieser Annahme scheint die Erkenntnis zu sein, dass der
MT-3-Rezeptor als membrangebunden beschrieben wurde (DUNCAN et al.,, 1988),
wohingegen die QR2 ein zytosolisches Enzym darstellt. Zudem konnten hochaffine
MT-3-Liganden nachgewiesen werden, ohne Nachweis eines entsprechendem Einflusses auf
die katalytische Aktivitat der QR2 (MAILLIET et al., 2005).

Fir diese Beobachtungen gibt es mehrere Erklarungsansédtze. Zum einen, dass eventuell ein

QR2-Monomer ohne katalytische Aktivitdt membrangebunden vorliegt (die QR2 liegt
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normalerweise als Homodimer vor), zum anderen, dass ein Teil der QR2-Homodimere mit

der Plasmamembran assoziiert vorliegen konnten (JOCKERS et al., 2008).
(c.) Nukleére Rezeptoren

Melatonin kann seine Wirkung auch ber die nukledren Rezeptoren ROR (receptor tyrosyne
kinase-like orphan receptor) und RZR (retinoid Z receptor) vermitteln, zu denen z. B. der
RORal und der RZRa gehdren (WIESENBERG et al., 1995). Beispiele fiir eine solch
vermittelte Wirkung kénnten die chronobiologische Aktivitat und die Regulierung von
Leukozyten sein (POZO et al., 2004; AGEZ et al., 2007; LARDONE et al., 2009). Kontrovers
diskutiert wird die Frage, inwiefern Melatonin tber eine direkte Interaktion mit den nukleéren
Rezeptoren seine Wirkung ausubt. So gibt es einige Autoren, die postulieren, dass Melatonin
einen direkten Liganden der nukledaren Rezeptoren darstellt (ACUNA-CASTROVIEJO et al.,
1994; RAFII-EL-IDRISSI et al., 1998). Wobei Becker-Andre et al. ihre Behauptung,
Melatonin wirde ein direkter Ligand des RZRp sein, drei Jahre spéter revidiert haben
(BECKER-ANDRE et al., 1994). Andererseits gibt es Hinweise darauf, dass der Einfluss des
Pinealhormons auf die nukledren Faktoren tber den MT-1-Rezeptor lauft (LARDONE et al.,
2009).

3.2.2.1 Signaltransduktion der MT-1/-2-Rezeptoren

Die  MT-1/-2-Rezeptoren  vermitteln ~ ihre ~ Wirkung  Uber  unterschiedliche

Signaltransduktionswege.
Dazu gehdren unter anderem:

e die Inhibierung der AC Uber ein Pertussistoxin-sensitives G;-Protein, welches an MT-1
und MT-2 gekoppelt ist (REPPERT et al., 1994; REPPERT et al., 1995) und darlber
zu einer Hemmung der Proteinkinase A (HAZLERIGG et al., 1991) und zu einer
verminderten Phosphorylierung und Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB
(cyclic AMP-responsive element-binding protein) (MCNULTY et al., 1994) fiihrt

e die Stimulierung der PLC-abh&ngigen Signaltransduktion (MACKENZIE et al.,
2002): Nach Bindung von Melatonin an ein MT-2-gekoppeltes Pertussistoxin-
sensitives Gjj-Protein kommt es tber die Aktivierung der PLC zu einer Stimulierung
der Proteinkinase C (MCARTHUR et al., 1997; ZHAO et al., 2010)

e die Modulierung der PLA,: Die PLA, scheint in ihrer Expression durch Melatonin
uber einen melatoninrezeptorabhangigen Mechanismus herunterreguliert zu werden

(LI et al., 2000). Allerdings wurde auch eine Potenzierung der Wirkung der PLA, tber
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einen Proteinkinase C-abhangigen Weg durch Melatonin beschrieben (GODSON,
REPPERT, 1997)

e eine Uber den MT-2-Rezeptor vermittelte verminderte Stimulierung der Bildung des
second messengers cGMP, welche durch die Guanylatzyclase katalysiert wird (PETIT
etal., 1999)

e Regulierung unterschiedlicher K*-Kanale, wie beispielsweise Kir-K*-Kanale
(NELSON et al., 2001) und Kalziumabhangiger K*-Kanile (BKca) (GEARY et al.,
1998; REGRIGNY et al., 1999)

e Offnen spannungsabhangiger Kalziumkanale Uber einen G-Proteingekoppelten
Mechanismus nach Aktivierung von MT-1/ -2-Rezeptoren (LEW, FLANDERS, 1999)

3.2.2.2  Lokalisation der Rezeptoren

Melatoninrezeptoren konnten bereits in vielen verschiedenen Geweben nachgewiesen werden.
Ein Beleg fur das Vorliegen von mRNA des MT-1-Rezeptors sowie des MT-2-Rezeptors
konnten durch mehrere Arbeitsgruppen fir die Zellen der in Tabelle 3 aufgefuhrten Organe
nachgewiesen werden. Fir das Vorhandensein eines MT-3-Rezeptors gibt es Hinweise fir die
in Tabelle 3 aufgefiihrten Organe.
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Tabelle 3: Lokalisation der MT-1-, MT-2- und MT-3-Rezeptoren

Rezeptor

Lokalisation

MT-1

GroRhirnrinde (Mensch) (MAZZUCCHELLI et al., 1996)
Kleinhirn (Mensch) (AL-GHOUL et al., 1998)

Hippocampus (Ratte) (MUSSHOFF et al., 2002),

Dopaminerges Transmittersystem mit Substantia nigra, ventralem
Tegmentum, Nucleus caudatus, Putamen, Nucleus accumbens,
Amygdala, Prafrontalem Cortex (Maus und Mensch) (UZ et al.,
2005).

Nucleus suprachiasmaticus (Mensch) (WEAVER, REPPERT,
1996),

Hypothalamus (Ratte) (SALLINEN et al., 2005),

Retina (Ratte) (FUJIEDA et al., 1999),

Leber (Maus) (NAJI et al., 2004),

Gallenblase (Mensch) (AUST et al., 2004),

Niere (Maus) (NAJI et al., 2004),

Nebenniere (Kapuzineraffe) (TORRES-FARFAN et al., 2003),
Koronararterien (Mensch) (EKMEKCIOGLU et al., 2001a;
EKMEKCIOGLU et al., 2001b),

Kaudalarterie (Ratte) (MASANA et al., 2002),

Immunzellen (Mensch) (POZO et al., 2004),

Testes (Hamster) (FRUNGIERI et al., 2005),

Haut (Mensch) (SLOMINSKI et al., 2003),

Pankreas (Ratte) (MUHLBAUER, PESCHKE, 2007),

Dinndarm (Ratte) (SALLINEN et al., 2005),

Myometrium (Mensch) (SCHLABRITZ-LOUTSEVITCH et al.,
2003),

Plazenta (Mensch) (LANOIX et al., 2006)

Fettgewebe (Mensch) (BRYDON et al., 2001)

MT-2

Gehirn (Maus) (NAJI et al., 2004),

Kleinhirn (Mensch) (AL-GHOUL et al., 1998),

Hippocampus (Ratte) (MUSSHOFF et al., 2002),

Hypothalamus (Ratte) (SALLINEN et al., 2005),

Retina (Mensch) (REPPERT et al., 1995),

Leber (Ratte) (SALLINEN et al., 2005),

Herz (Mensch) (EKMEKCIOGLU et al., 2003),

Aorta (Mensch) (EKMEKCIOGLU et al., 2003),

Koronararterien (Mensch) (EKMEKCIOGLU et al., 2003),
Kaudalarterie (Ratte) (MASANA et al., 2002),

endokriner Pankreas (Ratte) (MUHLBAUER, PESCHKE, 2007),
Diinndarm (Ratte) (SALLINEN et al., 2005),

Myometrium (Mensch) (SCHLABRITZ-LOUTSEVITCH et al.,
2003),

Plazenta (Mensch) (LANOIX et al., 2006)

Fettgewebe (Mesch) (BRYDON et al., 2001)

MT-3

Leber, Niere, Gehirn, Herz, Fettgewebe, Muskel, Lunge (Hamster)
(NOSJEAN et al., 2001).

Wahrscheinlich Vorhanden im Auge (Kaninchen) (PINTOR et al.,
2001)
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3.2.2.3 Regulation der Melatoninrezeptorexpression

Die Regulierung der Melatoninrezeptoren unterliegt einem circadianen Rhythmus. Bereits
1979 konnten Vacas und Cardinali. eine tageszeitliche Schwankung von
Melatoninbindungsstellen im Gehirn von Hamstern und Ratten mit einer héheren Dichte
tagsuber im Vergleich zur Nacht nachweisen (VACAS, CARDINALI, 1979). Eine direkte
Wirkung auf die Rezeptordichte im Sinne einer Suppression durch Melatonin konnte durch
Gauer et al. gezeigt werden (GAUER et al., 1992, 1993). Eine dreitdgige Lichtexposition oder
Pinealektomie erhohte die Rezeptordichte signifikant in der Pars tuberalis und dem SCN von
Nagetieren. Dies war durch einmalige Melatonininjektion reversibel. Melatonin hat dagegen
keinen direkten Einfluss auf die Expression der MT-1-mRNA. So fihrt eine einmalige
Melatonininjektion nicht zu einer Veranderung der taglichen Schwankungen der
MT-1-mRNA-Expression in der Pars tuberalis von Hamstern. Die circadiane Rhythmik der
Expression von MT-1-mRNA scheint durch eine direkte photoperiodische Regulation
vermittelt zu sein (SCHUSTER et al., 2001).

Es scheint noch weitere Einflussfaktoren auf die Melatoninrezeptordichte zu geben. Zu diesen
Faktoren gehort Estradiol als positiver Regulator (ZISAPEL et al., 1987). Das Alter sowie der
Morbus Alzheimer sind negative Regulatoren der Melatoninrezeptordichte (LAUDON et al.,
1988; BRUNNER et al., 2006).

3.2.2.4  Melatoninrezeptoragonist Ramelteon

Ramelteon, (S)-N-[2-(1,6,7,8-tetrahyrdo-2H-indeno[5,4-b]furan-8-yl)ethyl]propionamide
(TAK-375), ist ein selektiver und potenter MT-1-/MT-2-Rezeptoragonist. Es hat eine hohere
Affinitat zu dem MT-1-Rezeptor als Melatonin, zeigt aber nur eine sehr gering ausgeprégte
Affinitdt zum MT-3-Rezeptor. Zudem ist keine messbare Affinitdt zum Opiat-, Dopamin-,
Benzodiazepin- und Serotoninrezeptor detektierbar (KATO et al., 2005). Im Gegensatz zu
Melatonin besitzt Ramelteon kein antioxidatives Potential (MATHES et al., 2008b).

Nach oraler Gabe hat Ramelteon aufgrund eines groRen hepatischen first-past effects nur eine
Bioverfugbarkeit von 1,8 % nach einer Absorption von 84 %. Die Halbwertszeit ist mit 1,2 h
kurz, aber langer als die von Melatonin, die bei weniger als 30 min liegt (PANDI-PERUMAL
et al., 2009). Ramelteon wird in der Leber tber das Cytochrom P450-System abgebaut. Zu
den Metaboliten z&hlen M-I, M-Il M-Il und M-IV, von diesen stellt M-Il den
Hauptmetaboliten mit der hochsten Blutkonzentration dar. Aufgrund dieser hohen

Konzentration und der, wenn auch im Vergleich zu Ramelteon niedrigen, Affinitdt zum
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MT-1/-2-Rezeptor, wird postuliert, dass M-Il zur Wirkung Ramelteons beitragen konnte
(PANDI-PERUMAL et al., 2009).

Nachdem Ramelteon in der Leber oxidiert wird, wodurch Carbonyl- und Hydroxylgruppen
entstehen, erfolgt die Konjugation an Glucuronsdure. Die Ausscheidung erfolgt zu etwa 84 %
uber die Niere und zu einem sehr geringen Anteil Uber den Stuhl (MCGECHAN,
WELLINGTON, 2005).

3.2.25  Melatoninrezeptorantagonist Luzindole

Luzindole  (N-Acetyl-2-benzyltryptamin) ist ein  Melatoninrezeptorantagonist  der
MT-1/-2-Rezeptoren ohne Affinitdt zum intrazellularen MT-3-Rezeptor. (NOSJEAN et al.,
2001). Die Affinitat zum MT-2-Rezeptor ist 25-mal hoher als zum MT-1-Rezeptor
(DUBOCOVICH et al., 1998). Ayoub et al. konnten nachweisen, dass Luzindole eine héhere
Affinitdt zum MT-1/-2-Heterodimer als zum MT-2-Homodimer besitzt (AYOUB et al.,
2004). Luzindole besitzt auBerdem eine starke direkt antioxidative Wirkung und hemmt die
Lipidperoxidation in vitro (REQUINTINA, OXENKRUG, 2007; MATHES et al., 2008d).

3.2.3 Protektive Eigenschaften von Melatonin

Fur Melatonin konnte bereits in vielen Studien gezeigt werden, dass es in einer Vielzahl von
Stressmodellen, unter anderem der Sepsis, einen protektiven Effekt aufweist. Dies konnte
sowohl flr die Verbesserung der Mortalitatsrate als auch im Bereich der Organprotektion

gezeigt werden.

3.2.3.1 Positiver Einfluss auf die Letalitat

Die prognostisch gunstigen Effekte von Melatonin konnten sowohl in Studien mit
Lipopolysaccharid- (LPS) (MAESTRONI, 1996; WU et al., 2001; CARRILLO-VICO et al.,
2005b), CLP- (WICHMANN et al., 1996; WU et al., 2008) als auch CLI-induzierter (FINK et
al., 2013a) Sepsis nachgewiesen werden. Auch bei viralen Infektionen, wie beispielsweise der
viralen Encephalitis bei Mdusen, fihrt Melatonin zu einer verminderten Letalitdt (BEN-
NATHAN et al., 1995).

In einer Studie von Wichmann et al. konnte gezeigt werden, dass eine kurzzeitige
Melatoningabe bei Mé&usen nach hamorrhagischem Schock und darauffolgender Sepsis
mittels CLP eine signifikante Verbesserung der Uberlebensrate zur Folge hatte
(WICHMANN et al., 1996).
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Bezuiglich des Mechanismus, durch welchen Melatonin zu einer Uberlebenszeitverlangerung

fhrt, gibt es kontroverse Ansichten.

Die antioxidativen Eigenschaften von Melatonin, welche nachfolgend noch etwas genauer
beschrieben werden, werden h&ufig als Erklarung fur die Protektion angesehen. Einige
Forschergruppen postulieren, dass eine Veranderung der Zytokinausschittung und somit die
Modulierung der inflammatorischen Reaktion eine wichtige Rolle spielt. Diese
Beobachtungen konnten in anderen Studien nicht nachgewiesen werden. Wu et al. konnten
neben einer Uberlebenszeitverlangerung bei Ratten nach LPS-Gabe eine verminderte
TNF-a-Produktion, NO-Synthase-11 Expression in der Leber und O, -Formation in der Aorta
beobachten. Sie postulieren daher einen Zusammenhang zwischen diesen Beobachtungen und
der positiven Wirkung auf die Letalitdt (WU et al., 2001). Von Carrillo-Vico et al. konnte
gezeigt werden, dass bei Mé&usen mit durch LPS-induzierter Inflammation intraperitoneal
verabreichtes Melatonin die Uberlebenszeit signifikant verbessert. Sie fiihrten diese positiven
Effekte auf die Letalitat auf die immunmodulatorischen, antioxidativen und antiapoptotischen
Eigenschaften von Melatonin zurlck, da Melatonin zu einer verminderten lokalen
Konzentration porinflammatorischer Zytokine sowie zu einer erhohten systemischen
Konzentration des antiiflammatorischen Zytokins IL-10 fiihrte und einen Einfluss auf die
Lipidperoxidation und Apoptose hatte (CARRILLO-VICO et al., 2005b).

Maestroni et al. konnten keine Veranderung der Zytokinausschuttung bei Mausen mit
LPS-induziertem Endotoxinschock beobachten (MAESTRONI, 1996).

Neben den Erklarungsansatzen fur die Letalitatsverminderung aufgrund der antioxidativen
und immunmodulatorischen Eigenschaften von Melatonin ist eine weitere wichtige
Beobachtung, dass diese bei der Sepsis durch Melatonin rezeptorabhéngig vermittelt wird
(FINK et al., 2013a). Eine aktuelle Studie von Fink et al. zeigt, dass Melatonin
rezeptorabhingig das Uberleben von Ratten nach Sepsisinduktion mittels CLI signifikant
verlangert (FINK et al., 2013a). Diese durch Melatonin und Ramelteon ausgeltste
Uberlebenszeitverbesserung war durch zusatzliche Gabe von Luzindole komplett
antagonisierbar. Bei Melatoninrezeptor-knock-out-Mausen hatten Melatonin, Ramelteon und
Luzindole keinen Einfluss auf das Uberleben der Tiere, was die rezeptorabhingige Wirkung
von Melatonin weiter bekréftigt. Interessanterweise waren keine signifikanten Unterschiede in
der Plasmakonzentration der Zytokine TNF-a, IL-6 und IL-10 nachweisbar, sodass die
rezeptorabhangigen positiven Eigenschaften von Melatonin unabhéngig von der

Immunantwort zu sein scheinen.
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3.2.3.2  Organprotektion

Im Bereich der Organprotektion konnte bereits von einigen Forschungsgruppen ein
protektiver Effekt von Melatonin bei der Sepsis nachgewiesen werden. Die Erklarungsansétze

sind auch hier nicht einheitlich.

Sener et al. konnten die organprotektiven Effekte von Melatonin bei Ratten bei einer
CLP-induzierten Sepsis flr die Organe Leber, Niere, Herz, Lunge, Zwerchfell und Gehirn
nachweisen, indem sie die histologische Struktur der Organe, die Malondialdehyd- und
Glutathionkonzentrationen, sowie die Myeloperoxidaseaktivitdt in den unterschiedlichen
Versuchsgruppen untersuchten und verglichen. Eine Erhéhung der Transaminasen
(Glutamat-Oxalazetat-Transaminase, Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT)) sowie des
Kreatinins, als Zeichen fur Leber und Nierenschadigung, waren durch Gabe von Melatonin
vermindert. Die organprotektiven Eigenschaften von Melatonin fihrten sie auf die

antioxidativen Eigenschaften von Melatonin zuriick (SENER et al., 2005).

Neben einer verbesserten Uberlebensrate bei der Sepsis durch Melatonin konnten Wu et al.
nachweisen, dass Melatonin die Hyporeaktivitat auf Noradrenalin und spéte Hypotension, den
Plasmaindex von hepatischer und renaler Dysfunktion, die Plasma-NO- und
IL-B-Konzentration sowie aortale O, -Levels und die Infiltration von polymorphkernigen
Neutrophilen in Lunge und Lebergewebe von Ratten verminderte. Somit zeigten sich auch

hier organprotektive Eigenschaften von Melatonin (WU et al., 2008).

In einer Studie von Shang et al. konnte bei Ratten gezeigt werden, dass Melatonin das akute
progressive Lungenversagen, ausgeldst durch intravents gegebenes LPS, vermindert. Es
zeigte sich eine Verdnderung in der Zytokinausschiittung, sodass Shang et al. von einer
Organprotektion durch Einfluss auf die inflammatorische Reaktion ausgehen (SHANG et al.,
2009).

Sewerynek et al. konnten bei Ratten nach LPS-Injektion einen protektiven Effekt durch
Melatonin ermitteln. Diesen zeigten sie anhand morphologischer Kriterien in der Leber, der
Lipidperoxidation und der Konzentration von Glutathion und reduziertem Glutathion. Sie
deuteten den protektiven Effekt bedingt durch die antioxidative Wirkung von Melatonin
(SEWERYNEK et al., 1995b).

In Zusammenschau der bisher durchgefiihrten Studien zeigt sich deutlich, dass Melatonin

einen vielversprechenden Ansatz in der Therapie der Sepsis bietet. Bezlglich der
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Mechanismen, durch welche dieser zustande kommt, gibt es unterschiedliche

Erkl&rungsansatze.

Im Folgenden werden die unterschiedlichen Mechanismen kurz vorgestellt.

3.2.4 Protektive Mechanismen von Melatonin
3.24.1 Antioxidative Wirkung

Der positive Einfluss von Melatonin auf eine Vielzahl von Schockformen wurde zunédchst auf
dessen antioxidative Wirkung zuriickgefiihrt. Diese setzt sich zusammen aus der direkten
antioxidativen Wirkung als Radikalfanger und aus der indirekt antioxidativen Wirkung durch
Induktion antioxidativ wirkender Enzyme und Verhinderung der Entstehung reaktiver

Sauerstoff- und Stickstoffspezies.
(a.) Direkt antioxidative Wirkung

Die direkt antioxidative Wirkung von Melatonin beruht zum einen auf der Wirkung als
Radikalfanger und zum anderen auf der Bildung protektiver Metabolite. (HARDELAND,
2005).

Durch Interaktion mit ROS oder reaktiver Stickstoffspezies (RNS) kommt es zur Bildung
unterschiedlicher Metabolite. Dazu gehéren AFMK, 6-Hydroxymelatonin (ZHANG et al.,
1999b; HORSTMAN et al., 2002), 4-Hydroxymelatonin (HORSTMAN et al., 2002),
1-Nitrosomelatonin  (nur in vitro-Nachweise: (BLANCHARD et al., 2000)) und
Cyclic-3-hydroxymelatonin (PEYROT et al., 2003), welches durch Reaktion mit weiteren
ROS zu AFMK weiter verstoffwechselt werden kann (TAN et al., 1998).

Das protektive AFMK kann enzymatisch (HIRATA et al., 1974; SILVA et al., 2000),
pseudoenzymatisch (SEMAK et al., 2005) , durch Interaktion von Melatonin mit ROS und
RNS (HARDELAND et al., 1995; TAN et al., 2000; HARDELAND et al., 2003) oder durch
photokatalytische Reaktion aus Melatonin entstehen (DE ALMEIDA et al., 2003;
HARDELAND et al., 2009).

AFMK selber besitzt eine Funktion als Radikalfanger (BURKHARDT et al., 2001;
HARDELAND, 2010) und kann zu AMK (HIRATA et al., 1974; SEEVER, HARDELAND,
2008) metabolisiert werden, ein protektiver Metabolit (RESSMEYER et al., 2003) mit
antioxidativen Eigenschaften (RESSMEYER et al., 2003; HARDELAND et al., 2009;
SCHAEFER, HARDELAND, 2009).
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(b.) Indirekt antioxidative Wirkung
Indirekt antioxidative Wirkung durch Enzyminduktion

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass Melatonin in oxidativen Stressmodellen,
eine Hochregulierung antioxidativ wirksamer Enzyme bewirkt. Dies konnte fur die Enzyme
Glutathionperoxidase (SEWERYNEK et al., 1995a; PABLOS et al., 1998; SHEN et al.,
2002a; NAIDU et al., 2003; GOMEZ et al., 2005; PAN et al., 2006), Superoxiddismutase
(ANTOLIN et al., 1996; SHEN et al., 2002a; NAIDU et al., 2003) und Katalase (DZIEGIEL
et al., 2003; NAIDU et al., 2003; GOMEZ et al., 2005) nachgewiesen werden. Es gibt
Hinweise darauf, dass es sich um eine rezeptorabhéngige Regulierung handeln konnte
(MAYO et al., 2002; REZZANI et al., 2006).

Melatonin besitzt auBerdem die Eigenschaft, prooxidative Enzyme zu regulieren und somit
der Entstehung reaktiver Sauerstoff- bzw. Stickstoffspezies entgegenzuwirken. Eine
verminderte Aktivitat bzw. Genexpression konnte fir die Enzyme 12-Lipoxygenase (ZHANG
et al., 1999a), 5-Lipoxygenase (STEINHILBER et al.,, 1995), der konstitutionellen
NO-Synthase (POZO et al., 1994; BETTAHI et al., 1996) und der iNO-Synthase (GILAD et
al.,, 1998; CRESPO et al., 1999) gezeigt werden. Es gibt Hinweise darauf, dass die
Modulation der 12-Lipoxygenase rezeptorabhdngig ist, da dies durch den

Melatoninrezeptorantagonisten Luzindole antagonisierbar ist (ZHANG et al., 1999a).

3.2.4.2 Mitochondrien

Melatonin verringert die schadigende Wirkung des unter pathophysiologischen Bedingungen
vermehrt gebildeten NO+ (CASSINA, RADI, 1996; SZABO et al., 1996; TITHERADGE,
1999) und fihrt zu einer verminderten Bildung oxidativen Stresses, zur Protektion der
Komplexe der Atmungskette, zur erhohten Aktivitat der Atmungskette und einer vermehrten
ATP-Produktion (ESCAMES et al., 2007; TAPIAS et al., 2009). Melatonin reduziert die
Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials in Astrozyten von Ratten und deren
Apoptose, welche durch reaktive Spezies, wie z. B. dem Wasserstoffperoxid, induziert wird
(JOU et al., 2004).

3.24.3 Immunmodulatorische Wirkung

Melatonin hat auch im Immunsystem einen regulierenden Einfluss. Dies lasst sich schon
daraus vermuten, dass Melatonin in einigen Immunzellen, wie z. B. menschlichen Monozyten
und Lymphozyten selbst gebildet wird (FINOCCHIARO, GLIKIN, 1998; CARRILLO-VICO

et al., 2004). AuRerdem sind in einigen Immunzellen, wie den menschlichen Monozyten
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(BARJAVEL et al., 1998), T-Lymphozyten (KONAKCHIEVA et al., 1995) und
Thrombozyten (VACAS et al., 1992), Melatoninrezeptoren nachweisbar (CARRILLO-VICO
et al., 2003; POZO et al., 2004). Dies sind Hinweise auf eine intrakrine, autokrine und

parakrine Funktion von Melatonin.

Die immunmodulatorische Wirkung von Melatonin ist dufRerst komplex und abhéngig vom
Immunstatus. Es konnten sowohl proinflammatorische (CAROLEO et al., 1992; MORREY et
al., 1994; CURRIER et al., 2000) als auch antiinflammatorische Effekte durch Melatonin
nachgewiesen werden, wobei die proinflammatorischen Effekte vor allem bei
Immunsuppression nachweisbar waren (CARRILLO-VICO et al., 2005a). Im Rahmen einer
Inflammation ist die Wirkung Melatonins nicht einheitlich geklart. Es zeigt sich eine
Tendenz, dass es zu einer verminderten Ausschuttung proinflammatorischer (BAYKAL et al.,
2000; WU et al., 2001) und einer vermehrten Ausschittung antiinflammatorischer Zytokine
kommt (CARRILLO-VICO et al, 2005b). Dartber hinaus wirkt Melatonin
immunmodulatorisch Uber den Arachidonsaurestoffwechsel (STEINHILBER et al., 1995; LI
et al., 2000).

3.24.4 Rezeptorabhangige organprotektive Wirkung

Die Wirkungen und die protektiven Eigenschaften von Melatonin in der Sepsis wurden, wie
in den vorangehenden Abschnitten zu lesen, ausfuhrlich untersucht. Es gibt jedoch wenige
Daten zur rezeptorabhéngigen Wirkung in der Sepsis. Die bereits erwahnte Studie von Fink et
al. zeigt eine melatoninrezeptorabhéngige Verringerung der Letalitat von Ratten in der Sepsis,
welche unabhangig von immunmodulatorischen Vorgéngen zu sein scheint (FINK et al.,
2013a).

Interessant bleibt die Frage, wodurch die rezeptorabhangigen positiven Eigenschaften von
Melatonin vermittelt werden. Da ein prognostisch bedeutsamer Faktor in der Sepsis das
Organversagen ist, liegt es nahe, die melatoninrezeptorabhé&ngige organprotektive Wirkung

naher zu beleuchten.

Bei einer Vielzahl von Krankheitsbildern, jedoch nicht bei der Sepsis, konnte diese
nachgewiesen werden. Hierzu zdhlen die Studien wvon Rezzani et al. zur
Cyclosporin-A-induzierten Kardiotoxizitat bei Ratten (REZZANI et al., 2006), von Lochner
et al. zu den Kurz- und Langzeiteffekten nach myokardialer Ischdmie und Reperfusion bei
Ratten (LOCHNER et al., 2006), von Husson et al. zur periventrikuldaren Leukomalazie bei
Méusen (HUSSON et al.,, 2002) und von Brzozowski et al. zur stressinduzierten
Magenlasionen bei Ratten (BRZOZOWSKI et al., 2005). Allen gemeinsam ist, dass der
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organprotektive Effekt durch den Melatoninrezeptorantagonisten Luzindole aufgehoben

werden konnte.

Ein weiteres Organ, welches in Hinblick auf die rezeptorabhéngige Protektion durch
Melatonin untersucht wurde, ist die Leber. Im h&morrhagischen Schockmodell bei Ratten
konnte ein protektiver Effekt durch Vorbehandlung mit Melatonin auf die Leberfunktion
nachgewiesen  werden. Diese  Leberfunktionsverbesserung, gemessen an  der
Plasmaverschwinderate von Indozyaningrin, konnte durch den
Melatoninrezeptorantagonisten Luzindole antagonisiert werden (MATHES et al., 2008a;
MATHES et al., 2008c).

Ebenfalls ein Hinweis auf die rezeptorvermittelte Organprotektion von Melatonin ist, dass
Ramelteon im hamorrhagischen Schockmodell die Leberfunktion und die hepatische
Perfusion bei Ratten verbessert (MATHES et al., 2008b).

3.3 Ziel der Studie

Die Sepsis stellt mit einer 90-Tage-Sterblichkeit von bis zu 55 % eine Erkrankung dar, bei der
die Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten notwendig und klinisch relevant ist. Ein
wichtiger Bestandteil in der Pathogenese der Sepsis ist die Organschadigung durch eine
Hypoxie, unter anderem bedingt durch Mikrozirkulationsstorungen. Diese Organschadigung
hat als Organversagen, insbesondere bei der Leber, prognostische Bedeutung (siehe Abschnitt
3.1.3.4 Leber in der Sepsis) (KRAMER et al., 2007).

Der Wirkstoff Melatonin ist Gegenstand aktueller Forschung. Melatonin hat bereits in einer
Vielzahl von vorausgegangenen Studien einen protektiven Effekt wahrend einer Sepsis
gezeigt. Der Wirkmechanismus, Uber den Melatonin protektiv wirkt, ist noch nicht
ausreichend geklart. Eine rezeptorabhéngige Wirkung scheint dabei wahrscheinlich. Dies
zeigen aktuelle Untersuchungen aus unserem eigenen Forschungslabor, in denen gezeigt
wurde, dass Melatonin rezeptorabhingig das Uberleben bei Ratten und Mausen in der Sepsis
verbessert (FINK et al., 2013a).

Auf Grundlage unserer bisherigen Forschungsergebnisse und der aufgefiihrten Literatur
beziiglich Melatonin, Sepsis und der Leber, stellt sich die Frage nach der leberprotektiven
Wirkung von Melatonin in der Sepsis. Die Studie, die dieser Doktorarbeit zugrunde liegt,
wurde durchgeftuihrt, um die Bedeutung der Melatoninrezeptoraktivierung fur die hepatische
Mikrozirkulation und den hepatischen Zellschaden nach polymikrobieller Sepsis in der Maus

zu erforschen.
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Einleitung

Im Einzelnen sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Flhrt Melatonin zu einer Verbesserung der Mikrozirkulation der Leber in der
experimentell induzierten Sepsis, untersucht anhand des hepatischen Perfusionsindex
und der Erythrozytengeschwindigkeit?

2. Ist eine putative Veranderung der hepatischen Mikrozirkulation durch eine
rezeptorabhangige Wirkung von Melatonin bedingt?

3. Fuhrt Melatonin zu einer Verbesserung des Zellschadens in der Leber bei Sepsis?

4. Wenn ja, ist dies durch eine rezeptorabhéngige Wirkung von Melatonin bedingt?

35



Material und Methoden

4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material
4.1.1 Versuchstiere

Alle Versuche wurden nach Genehmigung durch die zustdndige Landesbehtrde (Landesamt
fur Soziales, Gesundheit und Verbraucherschutz, Abt. H, Lebensmittel und Veterindrwesen,
Saarbriicken, Versuchsnummer 16/2007) und nach den Bestimmungen des deutschen
Tierschutzgesetzes im experimentellen Forschungslabor der Klinik fur Ané&sthesiologie,
Intensivmedizin und Schmerztherapie der Universitatsklinik des Saarlandes durchgefihrt.
Verwendet wurden mannliche C3H/HeN-Mause (Gewicht im Mittel 20 + 2 g) der Firma
Charles River (Sulzfeld, Deutschland). Sie wurden bis zum Versuchsbeginn in der
Versuchstierhaltung des Instituts fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie, Universitatsklinikum
des Saarlandes gehalten. Dort herrschten klimatisierte Bedingungen (Lufttemperatur:
22 bis 24 °C, relative Luftfeuchte: ca. 60%). Die Tiere hatten Zugang zu
Labor-Standardfutter und Wasser. Um standardisierte Bedingungen fur die Versuche zu
schaffen, wurden die Tiere einem Tag-Nacht-Rhythmus ausgesetzt, wobei jeweils auf 12 h
Lichtexposition 12 h Dunkelheit folgten. Die Versuche wurden zwischen den Zeitgeberzeiten
2 bis 4 h begonnen. Die Mause wurden 12 h vor Versuchsbeginn niichtern gesetzt. Der
Zugang zu Wasser wurde stets gewadhrleistet. Insgesamt wurden zunachst 60 Tiere

eingeschlossen.

4.1.2 Medikamente und Chemikalien

Melatonin wurde von der Apotheke des Universitatsklinikums des Saarlandes (Homburg,
Deutschland) bezogen. Ramelteon wurde von der Firma Takeda Pharmaceutical Company
(Osaka, Japan) und Luzindole von der Firma Bachem (Bubendorf, Schweiz) verwendet. Diese
Medikamente wurden mit 5% Dimethylsulfoxid (DMSO) der Firma Sigma-Aldrich
(Minchen, Deutschland) zu einer Lésung verdlnnt. Pentobarbital-Natrium (Narcorem)
wurde von der Firma Merial (Halbergmoos) bezogen. Sterofundin und NaCl wurden von der
Firma B Braun (Melsungen) verwendet. Alle anderen Chemikalien, welche im Abschnitt 4.2
erwéhnt werden, wurden von der Firma Roth (Karlsruhe, Deutschland) und der Firma Sigma

(Minchen, Deutschland) hergestellt.
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4.2 Methodik
4.2.1 CLI-Sepsismodell

Das von Scheiermann et al. beschriebene CLI-Sepsismodell (CLI =cecal ligation and
incision) stellt ein Verfahren zur Induktion einer akuten fulminanten Sepsis bei Nagetieren
dar (SCHEIERMANN et al., 2009). Durch Ligatur und Inzision des Zékums wird eine
polymikrobielle Sepsis mit bakterieller Peritonitis, systemischer Inflammation und

Organversagen hervorgerufen.

4.2.2 Narkose

Die Versuchsdurchfihrung erfolgte unter Allgemeinandsthesie. Vor Narkoseeinleitung
wurden die Tiere gewogen (Préazisionswaage KERN 470-40 (Kern, Albstadt, Deutschland)).
AnschlieBend wurde den Tieren gewichtsadaptiert 80 mg/kg Korpergewicht (KG) einer
Pentobarbital-Natrium-Ldsung in den linken unteren abdominellen Quadranten intraperitoneal
injiziert. Die Narkosetiefe wurde mit Schmerzreizen und auditiven Reizen Uberprift. Bei
unzureichender Narkosetiefe wurde eine erneute Gabe von Pentobarbital-Natrium-Ldsung in
den rechten unteren Quadranten durchgefuhrt. Eine suffiziente Narkose wurde wahrend des
Ablaufs des Versuches durch eine bedarfsgerechte intravends verabreichte
Pentobarbital-Natrium-Ldsung aufrechterhalten. Eine Spontanatmung blieb hierbei allzeit

erhalten.

4.2.3 Chirurgisches Vorgehen

Die Mause wurden fur die operativen Eingriffe zur Aufrechterhaltung der Kdérpertemperatur
auf einer elektrischen Warmeplatte in Riickenlage fixiert und die Korpertemperatur tber eine

rektale Sonde kontinuierlich gemessen.

Die Praparation begann mit einem Hautschnitt in der Medianlinie des Halses. Die
Speicheldrusen und die infrahyoidale Muskulatur wurden stumpf auseinanderprapariert und
zu beiden Seiten gelagert. Die somit freigelegte Trachea wurde durch stumpfe Préparation mit
einer Pinzette vom umliegenden Bindegewebe geldst. Es wurden 2 Faden um die Trachea
gelegt und vorgeknotet. Die Trachea wurde mit einer Pinzette mobilisiert und zwischen 2
Knorpelspangen eingeschnitten. Durch diesen Schnitt wurde eine Trachealkanile (BD
Venflon™ Pro Safety Sicherheitsvenenverweilkatheter, GréfRe 20G, Becton Dickinson
Infusion Therapy AB, Helsingborg, Schweden) ca. 0,5 cm tief in die Trachea eingefiihrt und

fixiert.
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Zur kontinuierlichen Flissigkeits- und Medikamentengabe wurde ein Zentraler Venenkatheter
(ZVK) in die rechte Vena jugularis interna gelegt. Dieser Katheter bestand aus einem
kleinlumigen Polyethylenschlauch (Smiths Medical ASD, Inc. Keene, NH, USA). Die rechte
Vena jugularis wurde mit 2 Pinzetten stumpf frei prépariert, mobilisiert und nach kranial
ligiert. Mit einer GefaBpinzette wurde die Vena jugularis aufgespannt und mit einer
Gefalischere zu 1/3 des Gefalkdurchmessers inzidiert. Der mit Sterofundin vorgespulte
Katheter wurde durch die Einschnittstelle eingefiihrt und ca. 1 cm in der Vena jugularis bis
zur Vena cava superior vorgeschoben und fixiert. Die Spannung, die durch den kranialen
Faden erzeugt wurde, wurde gel6st. Der kraniale Faden konnte dann ebenfalls genutzt
werden, um den Katheter zu fixieren. Uber einen Dreiwegehahn wurde der Venenkatheter an
einen Perfusor secura ft (B Braun, Melsungen) angeschlossen, tber dem im Laufe des

Versuches kontinuierlich 0,1 ml/10 g/h Sterofundin appliziert wurden.

Die Anlage eines arteriellen GefaRkatheters erfolgte in die linke Arteria carotis interna.
Hierfir wurde ein Polyethylenschlauch (Smiths Medical ASD, Inc. Keene, NH, USA)
verwendet. Die linke Arteria carotis interna wurde unter dem Mikroskop (Swift Instruments
International S.A., Serie SM-80, Tokio, Japan) aus der GefaR-Nerven-Scheide freiprépariert
und mobilisiert, nach kranial ligiert und mit einer GefalBklemme kaudal abgeklemmt.
Zwischen Klemme und kranialer Ligatur wurde mithilfe einer Gefalpinzette und
mikrochirurgischen Gefalschere die Arterie erdffnet, und der mit Sterofundin gespilte
Katheter durch die Schnittstelle eingefuhrt und bis kurz vor die Klemme vorgeschoben. Nach
Offnen der Klemme wurde der Katheter ca. 1 cm vorgeschoben und mittels Ligaturen fixiert.
Der arterielle Zugang diente der kontinuierlichen Messung des Blutdruckes und der
Herzfrequenz zur Dokumentation Uber einen Monitorsystem (Monitor Modul 66S, Hewlett
Packard Palo Alto, Calif).
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Abbildung 1: Halssitus nach Einlage der Trachealkanule und der GeféRkatheter in die Vena jugularis interna
(rechts) und die Arteria carotis interna (links)

Zur Sepsisinduktion wurde zundchst eine ca. 2 cm grofRe mediane Laparotomie entlang der
Linea alba durchgefiihrt. Das Z6kum wurde vorsichtig aufgesucht und aus dem Abdomen
mobilisiert und auf einer Kompresse abgelegt. Anschlieend wurden mit einem
Polyesterfaden (Ethicon, Johnson and Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) das
Zokum und die versorgenden mesenterialen BlutgefdBe proximal ligiert, ohne die
Darmpassage dabei zu beeintrachtigen. Das Zokum wurde Uber die halbe Lange auf der
antimesenterialen Seite inzidiert. Danach wurde das Zékum ins Abdomen zuriickverlagert
und die Bauchdecke durch Einzelknopfndhte mit einem 4-0 Polyesterfaden (Ethicon, Johnson
and Johnson Medical GmbH, Norderstedt) verschlossen. Bei den Gruppen der
scheinoperierten Tieren (Sham-Gruppen) (siehe nadchster Abschnitt) wurde ebenfalls die
beschriebene Laparotomie durchgefihrt. Allerdings wurde das Z6kum nach der Mobilisation

ohne Ligatur und ohne Inzision in das Abdomen zuriickverlagert.

4.2.4 Versuchstiergruppen

Direkt nach dem entsprechenden abdominellen Eingriff (Sepsisinduktion bzw.
Scheinoperation) wurde den Tieren tGber den ZVK die Studienmedikation verabreicht.
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Es wurden insgesamt 12 Gruppen gebildet, von denen 6 Gruppen aus scheinoperierten Tieren
und 6 Gruppen aus Tieren mit Sepsis bestanden. In der Sham/Luzindole + Ramelteon-Gruppe
wurde 1 Versuchstier aufgrund unvollstandig erhobener Daten retrospektiv ausgeschlossen,
sodass 59 Tiere in die statistische Auswertung mit eingingen. Sowohl bei den
scheinoperierten als auch bei den Tieren mit Sepsis wurden folgende Medikamente
verabreicht: Melatonin (1 mg/kg KG), Ramelteon (1 mg/kg KG), Luzindole (1 mg/kg KG),
Melatonin plus Luzindole (jeweils 1 mg/kg KG) oder Ramelteon plus Luzindole (jeweils
1 mg/kg KG). Die Tiere der Vehikel-Gruppe bekamen ein entsprechendes Volumen (ca.
0,1 ml) einer 5 %igen DMSO-L6sung.

Tabelle 4: Ubersicht Versuchsgruppen

Versuchsgruppe Anzahl der Tiere
Sham/Vehikel n=5
Sham/Melatonin n=>5
Sham/Ramelteon n=>5
Sham/Luzindole n=5
Sham/Luzindole + Melatonin n=5
Sham/Luzindole + Ramelteon n=4
Sepsis/Vehikel n=5
Sepsis/Melatonin n=5
Sepsis/Ramelteon n=5
Sepsis/Luzindole n=5
Sepsis/Luzindole + Melatonin n=5
Sepsis/Luzindole + Ramelteon n=5
Gesamt n=>59
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4.2.5 Messung der Vitalparameter

Uber einen Zeitraum von 5 h wurden die Tiere am Monitor (iberwacht. Der arterielle Druck
und die Herzfrequenz wurden Uber den Karotiskatheter und die Temperatur ber eine rektal

eingefiihrte Temperatursonde kontinuierlich gemessen und dokumentiert.

4.2.6 Fluoreszenzmarkierung der Erythrozyten

Erythrozyten von C3H/HeN-Mausen wurden wie zuvor bei Zimmerhackl et al. mit
Rattenerythrozyten beschrieben, analog mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markiert
(ZIMMERHACKL et al., 1983). Dazu wurde zunéchst das mit einer heparinisierten Spritze
aufgezogene Vollblut (ca. 1 ml) in einer Mikroliterzentrifuge (Hermle Labortechnik GmbH,
Wehingen) zentrifugiert. Die so gewonnenen ca. 0,6 ml Erythrozyten wurden 3-mal mit
Alserver Puffer im Verhéltnis 1:1 (Glucose-Citrat-Puffer, pH 6,2) gewaschen und danach bei
20 °C mit 3000 U/min fur 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dazwischen abgenommen
und verworfen. Danach wurden die Erythrozyten mit Bicine Puffer im Verhaltnis 1:1 (pH 8,3)
gewaschen und bei 20 °C mit 3000 U/min fir 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und verworfen. Nun wurden die Erythrozyten zu einem Hamatokrit von 50 %
mit Bicine Puffer verdinnt. Das so erhaltene Gemisch wurde zu FITC, welches in
Dimethylformamid gelost war, gegeben (4 mg FITC/1 ml Erythrozytengemisch. Das
Erythrozyten-Puffergemisch wurde mit Alufolie eingewickelt und fir 3 h im Wasserbad bei
25 °C und 60 Oszillationen pro min im Unitherm Hybridisierungswasserbad (UniEquip,
Marinsried, Deutschland) inkubiert. Danach wurde das Gemisch erneut zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und verworfen. Die Zellen wurden mit Bicine Puffer (Verhaltnis 1:1)
gewaschen und zentrifugiert (20 °C, 3000 U/min, 3 min). Danach wurde der Uberstand
abgenommen und verworfen. Die Erythrozyten wurden 4-mal mit NaCl 0,9 % (Verhaltnis
1:1) gewaschen, zentrifugiert (20 °C, 3000 U/min, 3 min) und danach jeweils der Uberstand
abgenommen und verworfen. Die Erythrozyten wurden mit NaCl 0,9 % zu einem Hamatokrit
von 50 % verdunnt. Danach wurden 0,14 ml Citrat-Phosphat-Dextrose-Puffer pro ml
Erythrozyten-NaCl-Gemisch hinzugefligt. Die FITC-Erythrozyten wurden in Alufolie im

Kihlschrank gelagert und innerhalb von 10 Tagen verwendet.

4.2.7 Intravitalmikroskopie
4.2.7.1  Chirurgische Vorbereitung und Lebermobilisation

Die Lebermobilisation wurde im Rotlicht durchgefiihrt um einen phototoxischen Schaden der
Leber zu verhindern. Zur Lebermobilisation wurde zunachst ein medianer Hautschnitt

unterhalb des Sternums durchgefuhrt. Das Fell wurde von der muskuldren Bauchdecke
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abprépariert. Danach wurde ein 1 cm langer medianer Schnitt entlang der Linea alba auf Hohe
des Processus xyphoideus durchgefihrt und die epigastrischen GefdlRe beidseits durch
Umstechung ligiert. Auf der linken Seite wurde die Bauchdecke zwischen den beiden
Ligaturen quer eingeschnitten und damit die Leber freigelegt. Das Ligamentum falciforme
hepatis zwischen dem Zwerchfell und der Leber sowie das Ligamentum hepatogastricum
zwischen Leber und Magen wurden mobilisiert und durchtrennt. Die Versuchstiere wurden
auf einem Objekttrager auf die linke Seite gelegt. Bei allen Tieren wurde der linke
Leberlappen mobilisiert und ausgelagert um eine Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten. Die
Leber wurde Uber den Zeitraum der Lebermobilisation und der Intravitalmikroskopie repetitiv
mit auf 37 °C erwéarmter NaCl 0,9 % Losung begossen um sowohl eine Austrocknung als

auch eine Auskuhlung zu vermeiden.

4.2.7.2  Durchfuhrung

Mit dem Objekttrager wurde die Maus auf das Zeiss Axiotech Floureszenz Mikroskop
(Axiotech Vario 135, Carl Zeiss Inc., Jena) gelegt. Die Belichtung der Leber erfolgte mit
einer 100 W Quecksilberlampe. Um die Mikrozirkulation der Leber zu beurteilen wurden
Videosequenzen mit FITC-Erythrozyten aufgenommen. Dazu wurde den Mausen zundchst
0,025 ml Natriumfluorescein (0,2 mg/ml) und dann 0,05 ml FITC-Erythrozyten injiziert. Die
Belichtungszeit wurde auf 0,03/s gestellt. Die Aufnahmen wurden mit einem 40er Objektiv
und einem Filterset mit einem 485-nm Anregungs- und einem 520-nm Emissionsfilter
aufgenommen. Der Leberausschnitt wurde so gewahlt, dass eine Zentralvene in einer Ecke
des Bildes platziert war. Eine Videosequenz dauerte 10 s. Es wurden insgesamt 5 Aufnahmen
maanderformig Uber die Leber verteilt durchgefihrt. Die Auswertung der Videosequenzen

erfolgte im off-line Modus wie unten beschrieben.

Um den hepatozelluldaren Schaden zu messen wurde den Tieren 0,01 ml Propidiumiodid (PI)
(0,2 mg/ml) injiziert und nach 10 min Wartezeit die Bildsequenzen aufgenommen. Die
Belichtungszeit wurde auf 0,06/s eingestellt, eine Aufnahme dauerten jeweils 10 Einzelbilder.
Die Aufnahmen wurden mit einem Filterset von 485-nm Anregungs- und einem
520-nm Emissionsfilter durchgefiihrt. Zunéchst erfolgte ein Ubersichtshild mit einer
10-fachen VergrélRerung. Danach wurden 5 Aufnahmen mit einer 40-fachen VergroRerung

méanderférmig tber die Leber verteilt aufgenommen.

Alle mikroskopischen Aufnahmen wurden auf eine hochauflésende Digitalkamera
(C4742-95; Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan) projiziert und auf einem Standard
Computer fiir off-line Analysen gespeichert.
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4.2.8 Intravitalmikroskopische Auswertung

Die komplette Auswertung wurde im off-line Modus von einem zur Therapie verblindeten
Untersucher mit einer hochauflésenden Software (SimplePCl, Version 5.3; Compx Inc.,
Sewickley, Pa, USA) durchgefiihrt.

4.2.8.1  Hepatische Mikrozirkulation

In jeder 10 s-Videosequenz wurden die perfundierten Sinusoide pro 200 pm (Sp), der
sinusoidale Durchmesser (Sp) und die Erythrozytengeschwindigkeit (Vrsc) gemessen. Dies
erlaubte eine Abschéatzung des hepatischen Blutflusses (Volumetric blood flow = VBF)
anhand der Formel VBF = Vgac X X (Sp / 2)%. Damit konnte mit der Formel PIx = Sp x VBF
der hepatische Perfusionsindex (PIx) abgeschéatzt werden (vergleiche (BAUER et al., 1995)).

Die jeweiligen Messungen wurden anhand von 5 Videosequenzen pro Tier durchgefihrt.
(a.) Perfundierte Sinusoide

In einem reprasentativen Bild der Videosequenz wurden mithilfe einer Schablone die Anzahl
der Sinusoide, die sich auf einer Strecke von 200 pum in einem Abstand von 100 um von der
Zentralvene befinden, gezéhlt. In einem weiteren Schritt wurde unter Betrachtung der
gesamten Videosequenz evaluiert, durch welche dieser Sinusoide Erythrozyten flieRen und

somit eine Perfusion stattfindet.
(b.) Durchmesser der Sinusoide

Zur Messung der Durchmesser wurden in einem Bild der Videosequenz an repréasentativen
Sinusoiden insgesamt 20 Striche senkrecht zur Flussrichtung von GefaBwand zu Gefalwand

gezogen und aus ihnen der Mittelwert berechnet.
(c.) Eryflow

In jedem Video wurden 5 Erythrozyten in verschiedenen Sinusoiden ausgewertet. Dazu wurde
ein Erythrozyt (iber eine moglichst lange Bildfolge verfolgt. Der Start- und der Endpunkt der
Strecke, die der Erythrozyt durchfliel3t, wurden senkrecht zur Flussrichtung markiert. Dazu
wurde bei beiden Punkten dieselbe Seite des Erythrozyten gewéhlt. Dann wurden die beiden
Bilder miteinander verglichen um eventuelle Veranderungen der Gewebeposition
festzustellen und die Markierung entsprechend anzugleichen. Die nun korrekt
gekennzeichnete Strecke wurde nun entlang einer Seite des Sinusoids markiert und
ausgemessen. Da die Videosequenzen alle mit der gleichen Geschwindigkeit aufgenommen

wurden, konnte man anhand der Anzahl der Bilder in der ein Erythrozyt eine bestimmte
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Strecke durchlauft, die Geschwindigkeit berechnen. Pro Video wurde ein Mittelwert aus den 5

gemessenen Erythrozyten berechnet.

4.2.8.2 Hepatozellularer Schaden

Um den hepatozelluldren Schaden auszuwerten erfolgte die Z&hlung der mit Propidiumiodid

angeférbten Zellen (P1-positive Zellen) pro Gesichtsfeld.

4.2.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Softwarepaketes SigmaStat (SigmaPlot 9.0
with SigmaStat integration, Systat Software, Erkath, Deutschland). Zunéchst wurden die
Daten mittels Kolmogorov-Smirnow Test auf Normalverteilung Gberprift. Bei
Normalverteilung wurden die Daten durch eine One Way Analysis of Variance (One Way
ANOVA) miteinander verglichen. Bei nicht normalverteilten Daten erfolgte die Analyse
mittels Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks (ANOVA on Ranks). Die
post-hoc Analyse erfolgte durch einen Student-Newman-Keuls-Test bzw. einem Dunn’s-Test.
Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgesetzt. Der Verlauf der Vitalparameter wurde
mit einer One Way repeated measures Analysis of Variance (One Way RM ANOVA)
statistisch ausgewertet. Graphisch wurden die Daten mithilfe des Programms SigmaPlot 9.0
(Systat Software, Erkath, Deutschland) dargestellt. Wobei in den Graphiken bei parametrisch
verteilten Daten der Mittelwert + Standardabweichung (SD = Standard deviation) oder
Mittelwert + Standartfehler (SE = Standard error) und bei nicht parametrisch verteilten Daten

der Median + 95 % Konfidenzintervall angezeigt wird.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Vitalparameter

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) war zwischen den einzelnen Gruppen vergleichbar.
Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Messzeitpunkten der

verschiedenen Behandlungsgruppen (siehe Abbildung 2).

Die Herzfrequenz der einzelnen Behandlungsgruppen zeigte keinen statistisch signifikanten

Unterschied wahrend des Beobachtungszeitraums (siehe Abbildung 2)

Die Korpertemperatur konnte wéhrend des Versuchsablaufes auf vergleichbare Werte
gehalten werden. So zeigte sich im Intergruppenvergleich kein statistisch signifikanter

Unterschied.
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Abbildung 2: Mittlerer arterieller Blutdruck (A) und Herzfrequenz (B) der Versuchsgruppen wahrend des
Versuchsablaufs. MAP  dargestellt als  Mittelwert + Standartfehler.  Herzfrequenz ~ dargestellt als
Mittelwert +Standartabweichung. (n =5/Gruppe, Ausnahme Sham/Luz + Ram: n =4). Sham: scheinoperierte
Tiere.

5.2 Sinusoidale Perfusion

Die Anzahl der perfundierten Sinusoide der Sham/Vehikel-Gruppe im Vergleich zur
Sepsis/Vehikel-Gruppe zeigte keinen signifikanten Unterschied (40,6 +7,021mm™ vs.
35,0 + 4,183 mm™ (p=0,399)). Eine Monomedikation mit Melatonin, Ramelteon oder
Luzindole flhrte weder in der Sepsis noch bei den Sham-Gruppen zu einer signifikanten
Veranderung der perfundierten Sinusoide. Eine Doppelmedikation mit Luzindole und

Melatonin fiihrte zu einer Minderung der perfundierten Sinusoide in der Sepsis
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(Sepsis/Luz + Mel: 29,8 + 5215mm™). Diese war jedoch nur im Vergleich zu allen
Sham-Gruppen statistisch signifikant (p <0,05) und nicht im Vergleich zu anderen

Sepsis-Gruppen (siehe Abbildung 3)

Bei der Messung des sinusoidalen Durchmessers der Leber zeigte sich kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Versuchsgruppen (p =0,079) (siehe
Abbildung 3)
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Abbildung 3: (A) Perfundierte Sinusoide. Die mit (*) gekennzeichnete Gruppe Sepsis/Luz + Mel hat statistisch
signifikant weniger perfundierte Sinusoide als alle Sham-Gruppen (p < 0,05). (B) Es besteht kein signifikanter
Unterschied zwischen den Sinusoidalen Durchmessern der einzelnen Gruppen (p = 0,079). Die Daten sind
dargestellt als Mittelwert + Standartabweichung (n = 5/Gruppe, Ausnahme Sham/Luz + Ram: n=4). Sham:
scheinoperierte Tiere. Luz: Luzindole, Mel: Melatonin, Ram: Ramelteon

5.2.1 Erythrozytengeschwindigkeit

Die mittlere Erythrozytengeschwindigkeit wurde durch die Sepsisinduktion nicht signifikant
beeinflusst  (kein  statistisch  signifikanter ~ Unterschied zwischen  Sham/Vehikel
(127,3 + 37,0 um/s) vs. Sepsis/Vehikel (182,0 £ 70,1 um/s)). Die Gabe von Melatonin fihrte
sowohl in der Sepsis-Gruppe als auch bei den scheinoperierten Tieren zu einer erhéhten
Erythrozytengeschwindigkeit ~ (Sham/Melatonin:  276,6 + 74,0 um/s,  Sepsis/Melatonin:
243,0 £ 21,0 um/s). Diese war jedoch nur gegenuber der VVehikel-Gruppe der scheinoperierten
Tiere signifikant erhoht und nicht gegeniiber der Vehikel-Gruppe der Sepsis-Tiere. Bei
zusatzlicher Gabe von Luzindole zeigte sich eine partielle Antagonisierung des
Melatonineffektes (Sham/Luz + Mel: 165,9 + 28,4 pm/s, Sepsis/Luz + Mel:
158,3 £ 33,3 um/s), die das Signifikanzniveau nicht Uberschritt. Die Gabe von Ramelteon
oder Luzindole beeinflusste die Erythrozytengeschwindigkeit im Vergleich zur

Vehikel-Gruppe weder bei den scheinoperierten Tieren noch bei den Sepsis-Tieren.
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Abbildung 4: Erythrozytengeschwindigkeit. Die mit Stern (*) gekennzeichneten Guppen Sham/Melatonin und
Sepsis/Melatonin  haben eine signifikant hohere Erythrozytengeschwindigkeit als die Gruppe der
scheinoperierten Vehikel-Gruppe (Sham/Vehikel) (p < 0,05). Luz: Luzindole, Mel: Melatonin, Ram: Ramelteon.
Sham: scheinoperierte Tiere.

5.2.2 Volumetrischer Blutfluss

Die Sepsis fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung des volumetrischen Blutflusses im
Vergleich zu scheinoperierten Tieren (Sham/Vehikel (2,8 £ 1,1 pl/s) vs. Sepsis/Vehikel
(4,0 £ 1,5 pl/s) (p = 0,742)). Eine Melatonintherapie flhrte in scheinoperierten und septischen
Tieren zu einen tendenziell héheren volumetrischen Blutfluss, der allerdings statistische nicht
signifikant war  (Sham/Melatonin (5,1 +1,2pl/s) vs. Sham/Vehikel: p=0,092;
Sepsis/Melatonin (5,6 £ 0,7 pl/s) vs. Sepsis/Vehikel: p =0,216). Der durch Melatoningabe
hohere Blutfluss bei den Sepsis-Tieren lieR sich durch die Zugabe von Luzindole wieder
aufheben (Sepsis/Melatonin vs. Sepsis/Luz + Mel (3,1 + 1,4 pl/s): p =0,041). Die alleinige
Gabe von Ramelteon oder Luzindole verénderte den Blutfluss im Vergleich zur

Vehikel-Gruppe weder bei den scheinoperierten Tieren noch bei den Sepsis-Tieren.
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Abbildung 5: Volumetrischer Blutfluss. Der Stern (*) zeigt einen signifikant erhdhten volumetrischen Blutfluss
gegenliber den Gruppen Sham/Vehikel, Sham/Luz + Mel, Sepsis/Luzindole, Sepsis/Luz + Mel, Sepsis
Ramelteon, Sepsis/Luz + Ram (p < 0,05)

5.2.3 Hepatischer Perfusionsindex

Der Hepatische Perfusionsindex war bei den Sham/Vehikel- und den Sepsis/VVehikel-Tieren
vergleichbar (113 £55,7 vs. 134,3 +40,4: p=0,911). Es zeigte sich eine statistisch nicht
signifikante Tendenz zur Verbesserung des hepatischen Perfusionsindexes durch die Gabe
von Melatonin im Vergleich zu unbehandelten und scheinoperierten Tieren. (Sham/Melatonin
(209,2 +25,9) vs. Sham/Vehikel: p=0,073; Sepsis/Melatonin (204,8 +27,3) vs.
Sepsis/Vehikel: p = 0,166). Bei Sepsis-Tieren wurde die Melatoninwirkung durch zuséatzliche
Gabe von Luzindole aufgehoben (Sepsis/Melatonin vs. Sepsis/Luz + Mel (94,8 £ 47,6):
p =0,030). Wéhrend die Gabe von Ramelteon und Luzindole zu keiner signifikanten
Veranderung des hepatischen Perfusionsindexes im Vergleich zu den Vehikel-Tieren fuhrte.
Der hepatische Perfusionsindex der Sepsis-Tiere wurde unter Melatonintherapie sogar
signifikant besser als unter Ramelteontherapie (Sepsis/Melatonin vs. Sepsis/Ramelteon
(100,3 +53,4): p = 0,034).
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Abbildung 6: Hepatischer Perfusionsindex. Der Stern (*) kennzeichnet eine Signifikanz vs. Sepsis/Ramelteon
(p < 0,05). (#) kennzeichnet eine Signifikanz vs. Sepsis/Luz + Ram (p < 0,05), ($) kennzeichnet eine Signifikanz
vs. Sepsis/Luz + Mel (p < 0,05).
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Abbildung 7: Représentative Lebersinus: (a) Sham/Melatonin, (b) Sepsis/VVehikel, (c) Sepsis/Melatonin
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5.3 Zellschaden
5.3.1 PIl-positive Zellen

Der Zellschaden war zwischen den untersuchten Gruppen nicht signifikant unterschiedlich.
Betrachtet man die vorliegenden Ergebnisse, zeigte sich eine Tendenz zu einem grof3eren
Zellschaden bei allen Sepsis-Tieren im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren. Insgesamt
betrachtet scheint es innerhalb der Gruppen groRe Schwankbreiten des Zellschadens zu geben.

Dies ist vor allem bei den Sepsis-Tieren erkennbar.
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Abbildung 8: Pl-positive Zellen als Marker des Zellschadens. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen. Zu erkennen sind die tendenziell héheren Werte und gréReren
Schwankbreiten in den Gruppen der Sepsis-Tiere im Vergleich zu den geringen Schwankbreiten der
scheinoperierten Tiere.
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Abbildung 9: Ubersichtsaufnahmen der Leber mit Darstellung der Pl-positiven Zellen: (a) Sham/Vehikel, (b)
Sepsis/Vehikel, (c) Sepsis/Melatonin, (d) Sepsis/Melatonin, (e) Sepsis/Luzindole + Melatonin
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6 DISKUSSION

6.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Untersuchung konnten 5 h nach experimentell induzierter Sepsis keine
signifikanten Veranderungen der Mikrozirkulation in der Leber der Maus im Vergleich zu
scheinoperierten Tieren gefunden werden. Nach Gabe des pinealen Hormons Melatonin zeigte
sich nach Sepsis und Scheinoperation eine Erhéhung der Erythrozytenflussgeschwindigkeit
und des volumetrischen Blutflusses in der Leber, ohne das Signifikanzniveau zu
uberschreiten. Diese Erhéhung des Blutflusses ist nach zusétzlicher Gabe des
Melatoninrezeptorantagonisten Luzindole nicht mehr nachzuweisen. Der
Melatoninrezeptoragonist Ramelteon flhrt zu keiner signifikant messbaren Verénderung der
Mikrozirkulation in der Leber. Nach Induktion einer Sepsis zeigt sich eine Tendenz zu

vermehrtem Zellschaden in der Leber unabh&ngig von der jeweiligen Therapie.

6.2 Hamodynamik

Die hamodynamischen Messparameter sind bei den unterschiedlichen Gruppen des Versuches
vergleichbar. Im Untersuchungszeitraum zeigten sich teilweise deutlich niedrigere Werte des
MAPs und der Herzfrequenz im Vergleich zu den gemessenen Ausgangswerten. Insgesamt
zeigt sich bei Betrachtung der bisher publizierten Normwerte fir Laborméuse eine leichte
Hypotonie und Bradykardie (MATTSON, 2001). Dies ist am wahrscheinlichsten bedingt
durch das Anasthetikum Pentobarbital. Janssen et al. konnten durch Pentobarbital eine
Reduktion der Herzfrequenz mit jedoch grofien Schwankungsbreiten (MEAN 480 + SEM 47
Herzschlage pro min) und einem MAP von ca. 60 mmHg bei Mausen nachweisen (JANSSEN
et al., 2004). Diese Reduktion der hdmodynamischen Parameter durch Pentobarbital ist
vergleichbar mit denen von uns beobachteten Messwerten. Auch die anderen von Janssen et
al. untersuchten Andsthetika zeigten eine Reduktion der Herzfrequenz sowie des
Herzzeitvolumens. Am starksten ausgepragt zeigte sich dies bei Ketamin-Xylazin, gefolgt von
Pentobarbital und zuletzt von Isofluran (JANSSEN et al., 2004).

Ein Einfluss der Sepsis auf die Makrozirkulation ist in unserer Studie im untersuchten
Zeitraum von 5h nicht messbar. Diese Beobachtung entspricht nicht den Ergebnissen
vorrangegangener Untersuchungen. In der Sepsis-Letalitatsstudie von Fink et al. zeigten sich
erhebliche Einfliisse auf die Makrozirkulation mit einem medianen Uberleben der

Sepsis/Vehikel-Méause von 390 min mit einem 95 %-Konfidenzinterwall von 235 bis 544 min

55



Diskussion

(FINK et al., 2013a), auf dessen Grundlage der Messzeitpunkt 5 h fur die Untersuchung der
Leber im Rahmen der Sepsis gewéahlt wurde.

Betrachtet man die bereits vertffentlichten Daten zur Hamodynamik bei experimentell
induzierter Sepsis sieht man, dass die Dauer bis zum Eintritt der h&modynamischen
Dekompensation abhangig vom Sepsismodell sowie von der Versuchstierspezies ist. Beim
CLP-Sepsismodell bei Ratten fangt diese nach mehreren Stunden bis Tagen an (LANG et al.,
1984; WANG et al.,, 1992). Bei dem von uns verwendeten CLI-Sepsismodell haben
Scheiermann et al. bei Ratten eine Reduktion des MAP Uber den gesamten Versuchsablauf
beobachten kdénnen, der ab 210 min signifikant zu den Ausgangswerten war. Zudem hatten
die Tiere bei Scheiermann et al. eine Mortalititsrate von 50 % nach 390 min
(SCHEIERMANN et al., 2009). In der Studie von Fink et al. war ebenfalls eine
kontinuierliche Reduktion der hdmodynamische Parameter bei Ratten und CLI-Sepsis zu
erkennen, hier kam es nach 240 min zu einem starkeren Einbruch des MAPs (FINK et al.,
2013a). Die mediane Uberlebensrate von unbehandelten Sepsis-Tieren liegt fiir Ratten hier
bei 303 min und fur Mause bei 390 min.

In unserer Studie wurden im Vergleich zur vorrangegangenen Letalitatsstudie nur die Tiere
untersucht, welche bis zum Messzeitpunkt 5 h tUberlebt haben. Ein Grund fir die diskrepanten
Ergebnisse konnte daher sein, dass die von uns untersuchten Tiere sich noch in der

hamodynamisch stabilen Phase der Sepsis befinden.

Melatonin, Ramelteon und Luzindole zeigen in der vorliegenden Studie keinen Einfluss auf

die Makrozirkulation.

6.3 Mikrozirkulation
6.3.1 Einfluss der Sepsis auf die Mikrozirkulation

Die Leberfunktionsstorung ist ein prognostisch wichtiger Faktor in der Sepsis (KRAMER et
al., 2007). Eine Sepsis assoziierte Leberdysfunktion kann dabei, wie bereits im Vorfeld
beschrieben, durch unterschiedliche Ursachen bedingt sein (siehe 3.1.3.5 Pathogenese des
Leberversagens). Fir den vorliegenden Versuchsaufbau wurde auf Grundlage
vorausgegangener Letalitatsuntersuchung ein Messzeitpunkt gewéhlt, an dem septisch

bedingte hepatische Veranderungen zu erwarten waren.

Mikrozirkulationsstorungen in der Sepsis wurden schon in einer Vielzahl von Studien

nachgewiesen. Diese wurden dabei meist anhand der Blutflussgeschwindigkeit, der
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GeféaRdichte und dem Anteil perfundierter Sinusoide, sowie dem Heterogenitatsindex, also der

Streubreite der Perfusion innerhalb eines Gewebes, gemessen.

In einer Studie von De Backer et al. konnte gezeigt werden, dass in der Sepsis die
Mikrozirkulation in der Zunge beim Menschen vermindert ist und dies einen prognostisch
negativen Effekt darstellt (DE BACKER et al., 2002). Vor allem auf Ebene der Gefaldichte
war eine signifikante Reduktion zu erkennen mit einer groRen lokalen Variabilitat. Eine
vermindere Anzahl perfundierter Sinusoide beim Menschen in der Sepsis scheint unabhéngig
von  makrohdmodynamischen  Parametern zu sein  (SAKR et al, 2004).
Mikrozirkulationsstérungen zeigen sich schon in der frihen Phase der Sepsis und sind mit
einem schlechtem Qutcome assoziiert (SPANOS et al., 2010). Prognostisch bedeutsam
scheinen dabei vor allem die verminderte GefaRdichte, sowie der erhdhte Heterogenitatsindex
und weniger die Blutflussgeschwindigkeit zu sein (EDUL et al., 2012). In einer Studie von
Trzeciak et al. hatte neben der erhohten Heterogenitat der Mikrozirkulation jedoch auch die
Blutflussgeschwindigkeit wichtigen Voraussagewert fir die Letalitit (TRZECIAK et al.,
2007).

Die Mikrozirkulation in der Leber wurde von Croner et al. bei Ratten mittels
Intravitalmikroskopie untersucht. Schon 1 h nach Sepsisinduktion mittels CLP zeigten sich
Adhasionen zwischen Endothel und Thrombozyten. Interaktionen zwischen Leukozyten und
Endothel fanden nach 3 bis 5 h statt. Eine hepatische Mikrozirkulationsstérung bemessen an
der mittleren Erythrozytengeschwindigkeit war bereits 3 h nach Sepsisinduktion nachweisbar
(CRONER et al., 2006).

Betrachtet man in unserer Studie die Anzahl der perfundierten Sinusoide pro mm, so zeigt
sich die Tendenz, dass diese im Rahmen der Sepsis vermindert ist. Diese Tendenz passt zu
den Ergebnissen von McCurdy, der nach Sepsisinduktion mittels intraperitoneal appliziertem
LPS oder auch durch Sepsisinduktion durch CLP bei Méausen eine verminderte Anzahl an
perfundierten Sinusoiden in Prozent nachweisen konnte (MCCURDY et al., 2014). Auch bei
der durch Colon ascendens Stent Peritonitis (CASP) induzierten Sepsis zeigte sich eine
Verminderung der Anzahl perfundierter Sinusoide bei M&usen (TRAEGER et al., 2010).

In der vorliegenden Studie konnte keine signifikante VVeranderung der Mikrozirkulation nach
5h CLI-Sepsis in der Leber der Maus nachgewiesen werden. Vorausgegangene
Untersuchungen zeigen nach 5h CLI-Sepsis bei der Ratte eine signifikante Reduktion des
hepatischen Blutflusses, des hepatischen Perfusionindexes sowie der hepatozelluldren
Integritat (FINK et al., 2013Db).
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Eine mdgliche Ursache fir die Diskrepanz der Ergebnisse konnte die groRe Variabilitat der
gemessenen hepatischen Blutfliisse sein. Auch die aufgefiihrten Daten von Fink et al. weisen
bei anndhernd gleicher GruppengroRe eine gewisse Schwankungsbreite der hepatischen
Blutflisse auf, was nicht zuletzt an dem gewdhlten kliniknahen Sepsismodell und der
unterschiedlichen Auspragung der Sepsis zum Untersuchungszeitpunkt liegen koénnte. Bei
kritischer Wertung der eigenen Studienergebnisse zeigt sich im gewé&hlten Mausmodell eine
mediane Uberlebenszeit von 390 min mit einem 95% Konfidenzintervall von
235 bis 544 min. Fir das gleiche Studiendesign bei Sprague-Dawley Ratten ist die mediane
Uberlebenszeit mit 303 min vergleichbar. Bei dieser zeigt sich eine deutlich geringere
Streubreite mit einem Konfidenzintervall von nur 250 bis 345 min, was die divergenten

Ergebnisse zwischen den vorausgegangenen und unserer Untersuchung erklaren konnte.

Wie in den aufgefiihrten Studien bereits beschrieben, ist ein haufig beobachtetes Kriterium in
der Sepsis der vergroRerte Heterogenitatsindex, der von uns allerdings nicht untersucht wurde
(DE BACKER et al.,, 2002; TRZECIAK et al., 2007). Die hohen Schwankungsbreiten
innerhalb der Sepsis-Gruppen weisen darauf hin, dass dieser auch hier erhoht sein konnte.
Somit ware die Messung des Heterogenitdtsindex ein sinnvoller Ansatz, um Unterschiede

zwischen Sepsis und scheinoperierten Tieren zu detektieren.

6.3.2 Einfluss der Melatoninrezeptoraktivierung auf die Mikrozirkulation
6.3.2.1  Melatoninwirkung auf Gefalle

Die Wirkung von Melatonin auf Gefélle wurde bisher in einigen Studien untersucht und es
wurde sowohl eine vasodilatatorische Wirkung (SATAKE et al., 1991; WEEKLEY, 1991;
DOOLEN et al., 1998), als auch eine vasokonstriktorische Wirkung (EVANS et al., 1992;
TING et al.,, 1997; DOOLEN et al., 1998) beschrieben. Diese war abhdngig von den
untersuchten GefaRen, so zeigten sich vasokonstriktorische als auch vasodilatatorische
Effekte im selben Gefal, abhdngig von der jeweiligen Rezeptoraktivierung. Eine
MT-1-Rezeptoraktivierung fuhrt zu einer Vasokonstriktion und eine
MT-2-Rezeptoraktivierung zu einer Vasodilatation in der Kaudalarterie von Ratten
(DOOLEN et al., 1998; MASANA et al., 2002). Auch vorrausgehend applizierte
Medikamente scheinen einen Einfluss auf die Wirkung von Melatonin auf Geféal3e zu haben
(WEEKLEY, 1991). In den Koronararterien von Schweinen konnte durch Tunstall et al.
beispielswese eine MT-2-rezeptorabhangige Hemmung der NO-vermittelten Vasodilatation

nachgewiesen werden (TUNSTALL et al., 2011). In der Aorta von Ratten hingegen kann

58



Diskussion

Melatonin eine durch Nitroglycerin induzierte Vasodilatation potenzieren (SATAKE et al.,
1991).

Auch in der Sepsis hat Melatonin Einfluss auf das Gefalsystem. So fihrt es zu einer
verminderten Hyporeaktivitat des GefaRsystems auf Noradrenalin bei Ratten und kann daher
eine sepsisbedingte Hypotension verringern (WU et al., 2008). Somit scheint die Wirkung
von Melatonin auf GefaRe sehr komplex und abhéngig von den jeweiligen GefélRen und der

Melatoninrezeptorexpression zu sein.

6.3.2.2  Melatoninwirkung auf die Mikrozirkulation

Eine Beeinflussung der Mikrozirkulation der Leber kann durch direkte Wirkung auf
intrahepatische Geféle, durch Veranderung des Herzzeitvolumens oder durch eine regionale
Umverteilung bedingt sein.

Auf mikrozirkulatorischer Ebene gibt es eine gute Datenlage dafir, dass Melatonin die
Perfusion verbessert. So konnte von Mathes et al. eine Verbesserung des hepatischen
Perfusionsindexes nach hamorrhagischem Schock bei Ratten gezeigt werden (MATHES et
al., 2008c). Dies scheint rezeptorabhdngig zu sein, da dieser Effekt durch den
Melatoninrezeptorantagonisten Luzindole aufhebbar ist. Im Rahmen des obstruktiven
Schlafapnoesyndroms kommt es durch intermittierende Hypoxie zu Mikrozirkulationsstorung.
Bertuglia et al. konnten zeigen, dass diese Mikrozirkulationsstérung durch Melatonin
verringert wurde, gemessen an dem Kapillardurchmesser von Hamsterwangentaschen, wobei
hier von einer antioxidativen Wirkung durch Melatonin ausgegangen wird (BERTUGLIA,
REITER, 2009). Nach prolongierter Ischdmie scheint Melatonin zu einer verbesserten
Mikrozirkulation, bemessen an dem Kapillardurchmesser und der Perfusion im Musculus
cremaster der Ratte, zu fihren (WANG et al., 2005). Auch im Rahmen einer Endotoxamie
zeigt Melatonin positive Effekte auf die Mikrozirkulation. Dies konnten Liaw et al. an der
Beeinflussung der Blutflussgeschwindigkeit und der Leukozytenadh&sion im Magen von
Ratten nachweisen (LIAW et al., 2002).

In unserer Studie fuhrt Melatonin zu keiner signifikanten Veranderung der Anzahl der
perfundierten Sinusoide oder des sinusoidalen Durchmessers. Somit scheint ein Einfluss auf

intrahepatische Gefalle unwahrscheinlich.

Es ist jedoch eine Tendenz zu erkennen, dass sich aufgrund einer erhohten
Erythrozytenflussgeschwindigkeit der hepatische Perfusionsindex verbessert. Ursache hierfir

konnte ein verbessertes Herzzeitvolumen bei gleichen hd&modynamischen Parametern sein,
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welches von uns nicht untersucht wurde. In vitro Studien von Mei et al. an Herzen
embroyonaler Kiiken weisen darauf hin, dass Melatonin das kardiale Schlagvolumen erhoht
(MEI et al., 2001). Zur genaueren Untersuchung der Melatoninwirkung scheint in weiteren
Studienansatzen ein erweitertes Monitoring mit Messung des Herzzeitvolumens und des

peripheren GefalRwiderstandes sinnvoll zu sein.

6.3.2.3  Rezeptorabhangigkeit der Melatoninwirkung auf die Mikrozirkulation

Der beobachtete Effekt einer erhdhten Erythrozytenflussgeschwindigkeit nach Melatoningabe
scheint durch den Rezeptorantagonisten Luzindole antagonisierbar zu sein, was auf einen
rezeptorabhangigen Mechanismus hinweist. Allerdings zeigt sich keine Erhéhung des
hepatischen Perfusionsindexes durch den Melatoninrezeptoragonisten Ramelteon. Dies
spricht eher gegen eine rezeptorabhangige Wirkung, insbesondere da Ramelteon sowohl fir
den MT-1-Rezeptor als auch fiir den MT-2-Rezeptor eine hohere Affinitit als Melatonin

besitzt.

In unserem Fall konnte eine Aufhebung der Wirkung von Melatonin auf den hepatischen
Perfusionsindex durch Luzindole fir eine MT-2-rezeptorabhangige Wirkung sprechen, da
Luzindole eine 25-mal hohere Affinitat zum MT-2-Rezeptor als zum MT-1-Rezeptor besitzt
(DUBOCOVICH et al., 1998). Eine MT-2-vermittelte Vasodilatation présinusoidaler Gefalie
oder MT-2-vermittelte Erhéhung des Herzzeitvolumens konnte die Ursache des hoheren

hepatischen Perfusionsindexes sein.

Ramelteon hat eine hohere Affinitdt zu den Melatoninrezeptoren als Melatonin selbst. Die
Affinitat zum MT-1-Rezeptor ist starker ausgepragt als zum MT-2-Rezeptor. Es kdnnte also
sein, dass eine MT-1-vermittelte Vasokonstriktion die MT-2-rezeptorabhéngige

Vasodilatation Uberwiegt und somit kein Effekt durch Ramelteon erkennbar ist.

Eine MT-3-vermittelte Verdnderung des hepatischen Perfusionsindexes wirde der
Beobachtung entsprechen, dass Melatonin im Gegensatz zu Ramelteon zu einer Verbesserung
fuhrt, da Melatonin eine weitaus hohere Affinitdt zum MT-3-Rezeptor besitzt als Ramelteon.
Dass Luzindole die durch Melatonin vermittelte Verdnderung des hepatischen
Perfusionsindexes wieder aufhebt, ist mit der Erklarung allerdings nicht in Einklang zu
bringen, da Luzindole kein Ligand fiir den MT-3-Rezeptor darstellt (NOSJEAN et al., 2001).

Haufig wurden die positiven Eigenschaften von Melatonin seinen antioxidativen
Eigenschaften zugeschrieben. In dem vorliegenden Fall ist dies sehr unwahrscheinlich, da die
Tendenz der Verbesserung des hepatischen Perfusionsindex durch Luzindole antagonisierbar
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ist. Da Luzindole selbst antioxidativ wirksam ist, musste, wenn die Ursache der Melatonin
Wirkung auf den antioxidativen Eigenschaften beruhen wirde, durch Zugabe von Luzindole
der Effekt noch deutlicher oder zumindest gleich ausfallen.

Eine Rezeptorabhédngigkeit des tendenziell verbesserten hepatischen Perfusionsindexes kann
mit der vorliegenden Studie nicht abschlieBend geklart werden. Daher scheint ein sinnvoller
Ansatz  die  Untersuchung der hepatischen  Mikrozirkulation  anhand  von

Melatoninrezeptor-Knock-out-Tieren zu sein.

6.4 Zellschaden
6.4.1 Einfluss der Sepsis auf den Zellschaden

In der Sepsis kommt es zu einem vermehrten Zelluntergang durch Nekrose und Apoptose. Die
Apoptose kann durch einen intrinsischen und einen extrinsischen Weg hervorgerufen werden
(siehe Einleitung Abschnitt 3.1.3.3 Pathogenese der Organdysfunktion) und wird in der Sepsis
in multiplen Organen, unter anderem der Leber, beobachtet (HOTCHKISS et al., 1999). Bei
Mausen zeigte sich nach Sepsisinduktion mittels CASP-induzierter Sepsis nach 12 h eine
signifikant erhdhte hepatische Apoptoserate (TRAEGER et al., 2010). Fink et. al konnten bei
Ratten 5h nach Sepsisinduktion mittels CLI bei unbehandelten Tieren ein signifikant
groReren Zellschaden in der Leber nachweisen als bei scheinoperierten Tieren (FINK et al.,
2013Db). Hierbei wurde der Zellschaden anhand von Pl-positiven Zellen untersucht. In der
vorliegenden Studie zeigte sich die Tendenz einer vermehrten Nekrose in der Leber 5 h nach
Sepsisinduktion. Diese Tendenz Uberschreitet das Signifikanzniveau nicht, was daran liegen
konnte, dass das von uns gewahlte Sepsismodell eine sehr grolRe Variabilitdt in der
Auspragung der Sepsis zum Untersuchungszeitpunkt aufweist.

Bereits von Lustig et al. wurde postuliert, dass Studien zur ,,integrierten Organfunktion in
Ratten aufgrund anatomischer Griinde einfacher durchzufihren und weniger anfallig fir
Fehler sind als bei Mausen™ (LUSTIG et al., 2007). Sicherlich kdnnte die Maus als variabler
Faktor dazu flhren, dass bei Ratten klar erkennbare Ergebnisse bei Mausen nicht so deutlich
darzustellen sind. Um diese Hypothese zu belegen, missten noch weiterfiihrende Studien zum

direkten Vergleich von Mausen und Ratten im Rahmen der Sepsis durchgefiihrt werden.

6.4.2 Einfluss von Melatonin auf den Zellschaden

Fur Melatonin konnte ein Einfluss auf den Zellschaden in verschiedenen Organen, sowohl die
Apoptose als auch die Nekrose betreffend, nachgewiesen werden. So fiihrte Melatonin

beispielsweise zu einer verminderten Apoptose von Immunzellen von beispielsweise
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Menschen oder Nagetieren (SAINZ et al., 1995; YU et al., 2000; LARDONE et al., 2009),
und neuronalen Zellen von Mé&usen (SHEN et al., 2002b), sowie im Pankreas von Ratten
(MUNOZ-CASARES et al., 2006), oder in der Milz von Médusen (CARRILLO-VICO et al.,
2005b).

Auch auf die Apoptoserate von Hepatozyten konnte in verschiedenen Stressmodellen ein
positiver Effekt durch Melatonin nachgewiesen werden. Hierzu zahlen Studien zu
hepatotoxischen Agenzien wie Cyclosporin A bei Ratten (KURUS et al., 2009) und
Acetaminophen bei Madusen (LIANG et al., 2012), wobei Melatonin jeweils zu einer
verminderten  Apoptoserate  flhrte. Auch im Rahmen von Ischdmie- und
Reperfusionsmodellen konnte fur Melatonin ein positiver Effekt auf den Zellschaden
aufgezeigt werden. So bewirkt Melatonin eine verminderte Apoptose und eine Verbesserung
der Leberfunktion nach Ischdmie- und Reperfusion im Rahmen einer Lebertransplantation bei
Ratten mit Fettlebern (KIREEV et al., 2013). Zudem flhrte in der Studie von Kim et al.
Melatonin neben der geringeren Apoptoserate auch zu einer Reduktion der Nekrose in der
Leber nach Ischamie und Reperfusion bei Ratten. Die Nekrose-Ausdehnungsrate wurde
hierbei zum einen histologisch bemessen, zum anderen durch die Hohe der
GPT-Konzentration festgestellt (KIM, LEE, 2008). Auch im Rahmen von infektidsen
Stressmodellen zeigte Melatonin einen protektiven Effekt. So kommt es durch Melatonin bei
Ratten, welche mit D-Galactosamin vorbehandelt wurden, nach LPS-Injektion zu einem
vermindertem Zellschaden, bemessen an der Apoptoserate und der GPT-Serumkonzentration
(WANG et al., 2007).

Studien zur Wirkung von Melatonin auf die Leberzellnekrose wurden beispielsweise anhand
von  Amobeninfektion bei  Nagetieren (FRANCA-BOTELHO et al., 2011),
Tetrachlormethanvergiftung bei Ratten (ARANDA et al., 2010), und im Rahmen der akuten
Pankreatitis bei Ratten durchgefuhrt (ESREFOGLU et al., 2008). In den jeweiligen
hepatotoxischen Modellen zeigte sich eine verminderte Nekroserate durch Melatonin.

Im Rahmen des hamorrhagischen Schocks konnten Mathes et al. bei Ratten eine
Verminderung Pl-positiver Zellen und somit der Nekrose in der Leber durch Melatonin und
dem Melatoninrezeptoragonisten Ramelteon nachweisen, was auf  einen
melatoninrezeptorvermittelten Effekt hinweist (MATHES et al., 2008b; MATHES et al.,
2008c). Durch Luzindole war dies jedoch nicht antagonisierbar.

In unserer Studie wurde mittels Pl-positiver Zellen der Einfluss von Melatonin auf die

Nekroserate in der Leber in der Sepsis untersucht. Kontrar zu den vorliegenden Studien wurde
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von uns keine Beeinflussung auf die intrahepatische Nekrose durch Melatonin gesehen.
Ursache hierflr konnte die oben im Abschnitt 6.4.1 beschriebene grof3e Variabilitat innerhalb
der Gruppen sein, welche die Untersuchung von Medikamenteneinfliissen schwierig macht.
Auch die Gabe von Ramelteon oder Luzindole ergab keine signifikante Verédnderung der

Nekroserate.

Interessant bleibt die Frage, ob Melatonin einen Einfluss auf die Apoptose in der Sepsis hat,
da die Apoptose einen wichtigen pathophysiologischen Faktor im Rahmen des septischen
Geschehens darstellt.

6.5 Grenzen der Studie

Da in unserer Studie der Einfluss der Sepsis auf die Mikrozirkulation nicht stark ausgepragt

ist, ist im vorliegenden Modell eine Interpretation von Medikamenteneinfllissen schwierig.

Ursache der fehlenden Signifikanzen bezogen auf die Sepsis ist sicherlich zum einen das
inhomogene jedoch kliniknahe Sepsismodell mit unterschiedlicher Ausprédgung der Sepsis
zum Untersuchungszeitpunkt. Im Gegensatz beispielsweise zum hamorrhagischen Schock mit
einmaliger Schadigung, kommt es hier zur kontinuierlichen Schadigung der Leber, welche

sehr heterogen und somit schwieriger vergleichbar ist.

In der vorliegenden Studie haben wir ein Sepsimodell gewahlt, welches durch einen akuten
Beginn, hohe Mortalitast und Erfullung der Sepsiskriterien gekennzeichnet ist
(SCHEIERMANN et al., 2009). Wichtig war bei der Auswahl ein Modell zu wéhlen, welches
so gut wie moglich die pathophysiologischen Vorgange im Bereich der Hdmodynamik und
der metabolischen Verénderungen der humanen Sepsis wiederspiegelt. Nachteil dieses
Modells ist, dass dadurch dass die Grundlage der Sepsisinduktion eine chirurgische Prozedur
ist, bei der es zum Austritt einer unklaren und nicht kontrollierbaren Menge an Bakterien in
die Bauchhohle kommt, dieses Modell nur begrenzt steuerbar ist Daher resultieren
unterschiedliche Ausprdgungen der Sepsis zu einem bestimmten Zeitpunkt. Diese
Heterogenitdt konnte erklaren, warum wir in der vorliegenden Studie im Gegensatz zu
vorausgegangenen Studien keinen Einfluss der Sepsis auf die Makro- und Mikrozirkulation

sehen.

In der Vergangenheit sind h&ufig Studien zur Untersuchung der Sepsis mittels Gabe von
Endotoxin durchgefiihrt worden. Vorteil hiervon ist die gute Steuerbarkeit, da eine relativ
reine Substanz in einer klaren Menge intravends injiziert werden kann und somit ein

einheitliches Krankheitsbild geschaffen werden kann. Allerdings sind die durch das
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Endotoxin indzierten metabolischen und hdmodynamischen Vorgange nicht vergleichbar mit
denen der Sepsis (WICHTERMAN et al., 1980). So kommt es nach Injektion von Endotoxin
zundchst zu einer peripheren Vasokonstriktion mit vermindertem kardialen Output,
wohingegen die Sepsis durch eine Verminderung des peripheren Wiederstandes mit erhéhtem
kardialen QOutput charakterisiert ist. Weitere Erkenntnisse zeigen zwar, dass bei geringeren
Mengen von infundiertem Endotoxin die hdmodynamischen Verénderungen denen der Sepsis
entsprechen, allerdings kommt es eher zu einem langsamen Krankheitsverlauf (FINK,
HEARD, 1990).

Eine andere, gut steuerbare Methode ist die Injektion von Bakterien. Allerdings simuliert eine
schnell Injektion von Bakterien nicht die klinische Situation einer Sepsis, da es zu einer
Uberflutung von Bakterien kommt und der septische Patient meist nicht mit dieser Masse an
Bakterien konfrontiert wird (WICHTERMAN et al., 1980). Dem Korper bleibt hierbei keine
Zeit zur Etablierung der bei einer Sepsis hervorgerufenen Abwehrmechanismen. Wenn die
Injektion Uber einen langeren Zeitraum in geringerer Dosierung verlauft, spiegelt das insofern
die klinische Situation nicht wieder, als dass es dem Korper nicht moglich ist einen septischen
Fokus zu isolieren. Somit entspricht auch die intravendse Injektion von Bakterien, obwohl gut
steuerbar, nicht den klinischen Gegebenheiten eines septischen Patienten (WICHTERMAN et
al., 1980).

Es gibt noch weitere Sepsismodelle, wie beispielsweise das CLP-Sepsismodell oder die
Implatation von Faeces in die Bauchhdhle, welche alle Vor- und Nachteile haben. Letztlich
hatten wir uns aufgrund der Kliniknahe und der Fulminanz des CLI-Sepsismodells hierfiir
entschieden.

Ein weiterer Punkt, der als Variable fiir die groRen Schwankungsbreiten der Ergebnisse

verantwortlich sein konnte ist das VVersuchstier Maus.

Im Vergleich zu M&useversuchen scheint das CLI-Sepsismodell mit intravitalmikroskopischer
Messung bei Ratten stabilere Bedingungen zu bieten (FINK et al., 2013a). Dies stimmt auch
mit der Aussage von Lustig et al. {iberein, dass Studien zur ,,integrierten Organfunktion in
Ratten aufgrund anatomischer Griinde einfacher durchzufihren und weniger anfallig fir
Fehler sind als bei Mausen® (LUSTIG et al., 2007). Das Ziel dieser tierexperimentellen Studie
war es, Grundlagen im Verstandnis der Melatoninwirkung zu erforschen, mit der Absicht,
diese Erkenntnisse fir fortfiihrende klinische Studien am Menschen und Entwicklung neuer
Medikamente in der Sepsistherapie zu verwenden. Neuere Erkenntnisse von Seok et al. im

Bereich der tierexperimentellen Forschung zeigen aber, dass die inflammatorische Reaktion
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von Mausen nicht mit denen der Menschen zu vergleichen ist (SEOK et al., 2013). Somit ist
eine Ubertragung der hier gewonnenen Erkenntnisse zur Melatoninwirkung auf den
Menschen nur bedingt moglich, sodass es zu hinterfragen gilt, ob weiterfihrende Forschung

im Bereich der Sepsis anhand des Mauseversuchsmodells sinnvoll erscheinen.
Zusammenfassend kann man folgende Schliisse aus dieser Arbeit ziehen:

Die Frage nach der Wirkung von Melatonin auf die Mikrozirkulation der Leber in der
experimentell induzierten Sepsis, untersucht anhand des hepatischen Perfusionsindex und der
Erythrozytengeschwindigkeit, kann aufgrund unzureichender Einflusse der Sepsis auf die
hepatische Mikrozirkulation nicht beantwortet werden.

Da in der vorliegenden Studie die Sepsis nur tendenziell zu einer vermehrten Nekrose in der
Leber 5 h nach Sepsisinduktion fiihrt ohne das Signifikanzniveau zu uberschreiten, fehlt auch
hier die Grundlage um eine Aussage uber die Wirkung Melatonins auf den Zellschaden in der

Leber bei Sepsis zu treffen.
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